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Prefácio 


ção, cerca de seis décadas após a descoberta da estrutura do DNA, em 

1953, A estrutura de dupla-hélice, mantida pelo pareamento específico 
entre as bases das duas fitas, tornou-se uma das imagens icônicas da ciência. 
A imagem do microscópio talvez tenha sido o ícone da ciência no fim do sé- 
culo XIX, substituído na metade do século XX pela representação gráfica do 
átomo com sua órbita de elétrons. No entanto, no fim do século, esta imagem, 
por sua vez, deu lugar à dupla-hélice, 

O campo da biologia molecular como o conhecemos hoje nasceu da des- 
coberta da estrutura do DNA e da agenda para pesquisa que esta estrutura 
imediatamente forneceu. O artigo de Watson e Crick terminava com uma 
frase hoje famosa: “Não escapou à nossa atenção que o pareamento especi- 
fico que postulamos sugere imediatamente um possível mecanismo de cópia 
para o material genético”. A estrutura sugeria como o DNA poderia replicar, 
abrindo caminho para investigar, em termos moleculares, como os genes são 
transmitidos ao longo das gerações. Também ficou imediatamente aparente 
que a ordem das bases ao longo de uma molécula de DNA poderia representar 
um “código genético” e, portanto, um ataque a este segundo grande mistério 
da genética - como os genes codificam características — também poderia ser 
lançado. 

Quando a 1º edição de Biologia molecular do gene foi publicada, apenas 12 
anos depois, em 1965, havia sido confirmado que o DNA replicava da manei- 
ra sugerida pelo modelo, o código genético já havia sido desvendado, e o me- 
canismo pelo qual os genes são expressos, e como esta expressão é regulada, 
haviam sido estabelecidos pelo menos como esboços. O campo da biologia 
molecular estava pronto para seu primeiro livro-texto, definindo pela primei- 
ra vez o currículo para cursos de gradução neste assunto. 

Nosso conhecimento acerca dos mecanismos subjacentes a estes proces- 
sos aumentou enormemente ao longo dos anos desde a 1º edição, geralmente 
dirigido por avanços tecnológicos, incluindo o sequenciamento de DNA e o 
Projeto Genoma Humano. A edição atual de Biologia molecular do gene come- 
mora as bases intelectuais da área, definidas na 1º edição, e o extraordinário 
conhecimento mecanístico, biológico e evolutivo que se alcançou desde en- 
tão. 


A NOVA EDIÇÃO DE BIOLOGIA MOLECULAR DO GENE surge aqui, em sua 7º edi- 


Novidades desta edição 


Existem grandes alterações na nova edição. Além de atualizações abrangentes, 
as mudanças incluem alterações na organização, adição de capítulos comple- 
tamente novos e adição de novos tópicos em capítulo preexistentes. 


* Nova Parte 2 sobre Estrutura e estudo de macromoléculas. Nesta nova 
parte, cada uma das três principais macromoléculas ganha o seu próprio 
capítulo. O capítulo sobre DNA foi mantido como na edição anterior, 
mas o que antes era apenas uma curta seção no fim deste capítulo foi 
agora expandido em um novo capítulo inteiro sobre a estrutura do RNA. 
O capítulo sobre a estrutura das proteínas é completamente novo e foi 
escrito para esta edição por Stephen Harrison (Harvard University). 

« Capítulo sobre Técnicas transferido do fim do livro para a Parte 2. Este 
capítulo revisado e realocado introduz as técnicas importantes que serão 
citadas ao longo do livro. Além de muitas das técnicas básicas de biologia 
molecular, este capítulo inclui agora uma seção atualizada sobre várias 
técnicas de genômica empregadas rotineiramente por biólogos molecula- 


x 


Prefácio 


res. Técnicas mais especializadas para determinados capítulos aparecem 
como quadros nos capítulos relevantes. 

+ Capítulo inteiramente novo sobre Origem e evolução inicial da vida. Este 
capítulo mostra como as técnicas de biologia molecular e bioquímica nos 
permitem considerar — e até mesmo reconstruir — como a vida pode ter 
surgido e aborda a perspectiva de criar vida em um tubo de ensaio (bio- 
logia sintética). O capítulo também revela como, mesmo nos primeiros 
estágios da vida, os processos moleculares estavam sujeitos à evolução. 

* Novos tópicos sobre vários aspectos da regulação gênica. A Parte 5 do 

livro refere-se à regulação gênica. Nesta edição, introduzimos novos tópi- 

cos significativos, como sensoriamento de quórum em populações bacte- 

rianas, o sistema de defesa bacteriano CRISPR e os piRNAs em animais, a 

função de Polycomb e uma maior discussão sobre outros mecanismos de 

regulação gênica, chamados mecanismos “epigenéticos”, em eucariotos 
complexos. A regulação da “polimerase bloqueada” em vários genes du- 
rante o desenvolvimento animal e o envolvimento crucial do posiciona- 

mento e do remodelamento de nucleossomos nos promotores durante a 

ativação gênica também são novos tópicos desta edição. 

Questões no fim dos capítulos. Aparecendo pela primeira vez nesta edi- 

ção, incluem tanto questões de respostas curtas quanto questões de análi- 

se de dados. As respostas das perguntas de número par podem ser encon- 
tradas no Apêndice 2, no fim do livro. 


Novos experimentos e abordagens experimentais que refletem avanços 
recentes na pesquisa. Integrados ao texto, estão novas abordagens expe- 
rimentais e aplicações que ampliam os horizontes da pesquisa. Estas in- 
cluem, por exemplo, uma descrição de como o código genético pode ser 
experimentalmente expandido para gerar novas proteínas, a criação de 
um genoma sintético mínimo para identificar as características necessárias 
para a vida, a discussão de novas análises de genomas completos sobre 
o posicionamento de nucleossomos, experimentos em comutadores bi- 
modais em bactérias, e como novos fármacos antibacterianos estão sendo 
projetados para atacar as vias de sensoriamento de quórum necessárias 


para a patogênese. 
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2 Parte1 História 


O CONTRÁRIO DO RESTANTE DESTE LIVRO, os dois capítulos que compõem a 
Parte 1 contêm material praticamente inalterado em relação às edições 
teriores, Mesmo assim, esses capítulos foram mantidos porque o ma- 


terial continua sendo i 
necem uma visão hist 


portante. Especificamente, os Capítulos 1 e 2 nos for- 
ica de como foram estabelecidos o campo da genética e 


suas bases moleculares. Neles, são descritos as ideias e os experimentos básicos 


desta área. 


O Capítulo 1 aborda os eventos que formam a base da história da genéti- 
ca. Será discutido desde os famosos experimentos de Mendel com ervilhas, os 
quais revelaram as leis básicas da hereditariedade, até a hipótese de Garrod de 
que um gene codifica uma enzima. O Capítulo 2 descreve o desenvolvimento 
revolucionário da biologia molecular, iniciando com a descoberta de Avery de 
que o DNA é o material genético, continuando com a proposta da estrutura 
de dupla-hélice de DNA de James Watson e Francis Crick, até a elucidação do 
código genético e o “dogma central” (DNA “produz” RNA, que “produz” pro- 
teínas). Esse capítulo termina com uma discussão sobre os recentes progressos 
originados pelo sequenciamento completo de genomas de diversos organis- 


mos e seu impacto na biologia moderna. 


FOTOGRAFIAS DOS ARQUIVOS DO COLD 


SPRING HARBOR LABORATORY 


Vernon Ingram, Marshall W. Nirenberg e Matthias Stachelin, 
1963 Simpósio sobre a síntese e a estrutura de macromoléculas. 
Ingram demonstrou que os genes controlam a sequência de ami- 
noácidos das proteinas; a mutação que causa a anemia falciforme 
gera a alteração de um único aminoácido na molécula de hemoglo- 
bina (Cap. 2). Nirenberg foi crucial para desvendar o código gené- 
tico, utilizando a sintese de proteinas dirigida por moldes artificiais 
de RNA in vitro (Caps. 2 e 16), Por esse trabalho, ele dividiu, em 
1968, o Prêmio Nobel de Fisiologia ou Medicina. Staehelin traba- 
lhou com as pequenas moléculas de RNA que traduzem o código 
genético em sequências de aminoácidos de proteinas, os tRNAs 
(Caps. 2 e 16). 


Melvin Calvin, Francis Crick, George Gamow e James Watson, 
1963 Simpósio sobre a síntese e a estrutura de macromolécu- 
las. Calvin ganhou o Prêmio Nobel de Química em 1961 por seu 
trabalho sobre a assimilação de CO, pelas plantas. Por sua proposta 
de estrutura do DNA, Crick e Watson dividiram o Prêmio Nobel de 
Fisiologia ou Medicina, em 1962 (Caps. 2 e 4). Gamow, médico in- 
teressado na questão do código genético (Caps. 2 e 16), fundou um 
grupo informal de cientistas com interesses comuns chamado de 
RNA Tie Club. (Nesta foto, ele está usando a gravata do clube, que 
foi desenhada por ele.) 
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Raymond Appleyard, George Bowen e Martha Chase, 
1953 Simpósio sobre virus. Appleyard e Bowen, ambos 
geneticistas de fagos, são mostrados aqui com Chase, que 
em 1952, juntamente com Alfred Hershey, realizou um 
experimento simples que finalmente convenceu a maioria 
das pessoas de que o material genético é o DNA (Cap. 2). 


Max Perutz, 1971 Simpósio sobre a estrutura e a fun- 
ção de proteinas em nível tridimensional. Perutz dividiu 
o Prêmio Nobel de Química, em 1962, com John Kendrew; 
utilizando cristalografia por raios X, e após 25 anos de es- 
forços, eles foram os primeiros a resolver a estrutura atò- 
mica de proteínas — hemoglobina e mioglobina, respecti- 
vamente (Cap. 6). 


Sydney Brenner e James Watson, 1975 Simpósio sobre 
a sinapse. Brenner, mostrado aqui com Watson, contribuiu 
para a descoberta do mRNA e da natureza do código gené- 
tico (Caps. 2 e 16); entretanto, sua parte no Prêmio Nobel 
de 2002 foi pelo estabelecimento do verme Caenorhabditis 
elegans como sistema-modelo para o estudo da biologia 
do desenvolvimento (Apêndice 1). 


Francis Crick, 1963 Simpósio sobre a síntese e a estrutu- 
ra de macromoléculas. Além de sua participação na des- 
coberta da estrutura do DNA, Crick foi a força intelectual 
que impulsionou o desenvolvimento da biologia molecular 
em seus primeiros e decisivos anos. Sua "hipótese do adap- 
tador” (em nota publicada no informativo do RNA Tie Club) 
previa a existência de moléculas necessárias à tradução do 
código genético do RNA para a sequência de aminoácidos 
das proteinas. Todavia, somente mais tarde constatou-se 
que os tRNAs realizam justamente essa função (Cap. 15). 
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Seymour Benzer, 1975 Simpósio sobre a sinapse. Uti- 
lizando a genética de fagos, Benzer definiu a menor uni 
dade de mutação, que mais tarde provou ser um único 
nucleotídeo (Cap. 1 e Apêndice 1). Este mesmo trabalho 
também forneceu uma definição experimental para o gene 
= que ele chamou de cistron — por meio de testes de com- 
plementação funcional, Posteriormente, o foco de seus 
estudos foi o comportamento, usando a mosca-da-fruta 
como modelo. 


Calvin Bridges, 1934 Simpósio sobre os aspectos do 
crescimento. Bridges (na fotografia, lendo o jornal) fez 
parte do famoso “grupo da mosca”, de TH. Morgan, que 
foi pioneiro no desenvolvimento da mosca-da-fruta Dro- 
sophila como organismo-modelo em genética (Cap. 1 e 
Apêndice 1). Com ele, aparece John T. Buchholtz, um gene- 
ticista de plantas que estava visitando o Cold Spring Har- 
bor Laboratory (CSHL [Laboratório de Cold Spring Harbor) 
na época, e que se tornou presidente da Botanical Society 
of America (Sociedade de Botânica da América) em 1941, 


Charles Yanofsky, 1966 Simpósio sobre o código gené- 
tico. Yanofsky (à direita), juntamente com Sydney Brenner, 
provou a colinearidade do gene — ou seja, que grupos su- 
cessivos de nucleotídeos codificavam aminoácidos suces- 
sivos no produto proteico (Cap. 2). Mais tarde, ele desco- 
briu o primeiro exemplo de regulação transcricional pela 
estrutura do RNA em sua análise detalhada da atenuação 
do óperon triptofano de Escherichia coli (Cap. 20). Na foto- 
grafia, ele aparece conversando com Michael Chamberlin, 
que estudou o início da transcrição pela RNA-polimerase. 


Edwin Chargaff, 1947 Simpósio sobre ácidos nucleicos 
e nucleoproteinas. As famosas proporções do célebre bio- 
químico de ácidos nucleicos Chargaff - de que a quantidade. 
de adenina em uma amostra de DNA é correspondente à de 
timina, e que a quantidade de citosina é correspondente à de 
guanina — foram posteriormente compreendidas no contex- 
to da estrutura de dupla-hélice do DNA de Watson e Crick. 
Talvez um tanto frustrado por não ter, ele próprio, sugerido 
o pareamento das bases, Chargaff tornou-se um crítico áci- 
do da biologia molecular, ocupação que ele descreveu como 
“essencialmente a prática da bioquimica sem um diploma”. 


CAPÍTULO 1 


A Visão Mendeliana 
do Mundo 


FÁCIL CONSIDERAR O SER HUMANO COMO UM SER ÚNICO entre os organismos vi- 
Es Apenas os humanos desenvolveram linguagens complicadas que per- 

'mitem interações complexas e significativas de ideias e emoções. Grandes 
civilizações desenvolveram e alteraram o ambiente global de maneiras incon- 
cebíveis para qualquer outra forma de vida. Em vista disso, sempre existiu uma 
tendência de imaginar que algo especial diferencia os seres humanos de cada 
uma das outras espécies. Essa crença encontrou expressão nas muitas formas 
de religião pelas quais se buscam as razões de nossa existência e, ao fazer isto, 
tentamos criar regras viáveis para conduzir nossas vidas. Pouco mais de um sé- 
culo atrás, parecia natural pensar que, assim como toda vida humana começa e 
termina em um tempo fixo, a espécie humana e todas as outras formas de vida 
deveriam ter sido criadas em um momento exato. 

Essa crença foi seriamente questionada pela primeira vez há quase 150 anos, 
quando Charles Darwin e Alfred R. Wallace propuseram suas teorias da evo- 
lução, com base na seleção do mais adaptado. Eles sugeriram que as diversas 
formas de vida não seriam constantes, mas que, continuamente, dariam origem 
a plantas e animais ligeiramente diferentes, alguns dos quais se adaptariam para 
sobreviver e se multiplicariam de forma mais eficiente. Na época dessa teoria, 
eles não conheciam a origem dessa variação contínua, mas perceberam correta- 
mente que para formar as bases da evolução essas novas características deveriam 
persistir na progênie. 

No início, houve uma grande fúria contra Darwin, a maior parte dela vinda 
de pessoas que não queriam acreditar que os seres humanos e macacos de apa- 
rência grotesca poderiam ter um ancestral comum, mesmo que este ancestral 
tivesse vivido há cerca de 10 milhões de anos. Houve também uma oposição 
inicial de vários biólogos que não estavam convencidos pelas evidências de 
Darwin. Entre eles estava o famoso naturalista Jean L. Agassiz, na época em 
Harvard, que passou muitos anos escrevendo contra Darwin e seu defensor, 
Thomas H. Huxley, o mais bem-sucedido popularizador da evolução. Contudo, 
no fim do século XIX, a discussão científica estava praticamente concluída; 
tanto a distribuição geográfica atual de plantas e animais como sua ocorrên- 
cia seletiva em registros fósseis do passado geológico apenas podiam ser expli- 
cadas admitindo-se que grupos de organismos sofreram evolução contínua e 
descendiam de um ancestral comum. Atualmente, a evolução é aceita como 
fato, exceto por uma minoria fundamentalista, cujas objeções baseiam-se em 
doutrinas e princípios religiosos e não em conhecimento científico. 

Uma consequência imediata da teoria darwiniana é a constatação de que 
avida surgiu na Terra há mais de 4 bilhões de anos como uma forma simples, 
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possivelmente semelhante às bactérias — a forma de vida mais simples conhe- 
cida atualmente, A existência dessas pequenas bactérias nos comprova que a 
essência da vida é encontrada em organismos muito pequenos. A teoria evo- 
lutiva sugere, também, que os princípios básicos da vida se aplicam a todas as 


formas de vida. 


AS DESCOBERTAS DE MENDEL 


Os experimentos de Gregor Mendel baseavam-se nos resultados de cruzamentos 
experimentais (cruzamentos genéticos) entre linhagens de ervilhas que diferiam 
em características bem-definidas, como o formato da semente (liso ou rugoso), à 
coloração da semente (amarela ou verde), a forma da vagem (cheia ou enrugada) 
e o comprimento da haste (longo ou curto). Sua concentração em diferenças 
bem-definidas foi de grande importância; muitos criadores já haviam tentado 
seguir a herança de aspectos mais genéricos, como o peso do corpo, e não ha- 
viam sido capazes de identificar regras simples sobre a transmissão dessas carac- 
terísticas dos progenitores para a descendência (ver Quadro 1-1, Leis de Mendel). 


O princípio da segregação independente dos fatores 


Após definir linhagens parentais que produziam uma progênie verdadei- 
ra — isto é, sempre originava uma progênie com características particulares 
idênticas às dos progenitores - Mendel realizou diversos cruzamentos entre 
progenitores (P) que diferiam entre si em apenas uma característica (como o 


formato ou a coloração da semente). Todos os descendentes (F, = primeira ge- 


ração filial) tinham a aparência de apenas um dos genitores. Por exemplo, em 
um cruzamento entre ervilhas com sementes amarelas e ervilhas com semen- 
tes verdes, toda a progênie apresentava sementes amarelas. A característica 


que aparece na geração F, é chamada de dominante, enquanto o traço que 
não aparece em F, é chamado de recessivo. 


CONCEITO NÇADOS 


Quadro 1-1 Leis de Mendel 


A qualidade mais impressionante de uma célula viva é sua 
habilidade para transmitir propriedades hereditárias de uma 
geração celular para outra. A existência da hereditariedade 
deve ter sido observada pelos primeiros seres humanos, que 
testemunharam a transmissão de características, como cor 
dos olhos ou dos cabelos, de genitores para descendentes, 
Sua base física, no entanto, só veio a ser compreendida nos 
primeiros anos do século XX, quando, durante um período 
excepcional de atividade criativa, a teoria cromossômica da 
hereditariedade foi estabelecida. 

A transmissão hereditária pelo espermatozoide e 
pelo óvulo tornou-se conhecida em 1860, e em 1868 Ernst 
Haeckel, notando que o espermatozoide é composto basica- 
mente por material nuclear, postulou que o núcleo era res- 
ponsável pela hereditariedade. Quase 20 anos se passaram 
antes que os cromossomos fossem identificados como os 
fatores ativos, porque os detalhes da mitose, da meiose e da 
fertilização precisaram ser compreendidos primeiro. Quan- 
do isso foi feito, pôde-se notar que, ao contrário de outros 
componentes celulares, os cromossomos são igualmente 
divididos entre as células-filhas. Além disso, as complicadas 
alterações cromossômicas que reduzem o número cromossô- 
mico de espermatozoides e óvulos para o número haploide 


durante a meiose foram identificadas como necessárias para 
a manutenção do número cromossômico constante. Esses fa- 
tos, no entanto, meramente sugeriam que os cromossomos 
eram portadores da hereditariedade, 

A prova veio na virada do século com a descoberta das 
regras básicas da hereditariedade. Os conceitos foram primei- 
ramente propostos por Gregor Mendel em 1865 em um artigo 
entitulado "Experiments in Plant Hybridization" ("Experimen- 
tos em Hibridização de Plantas”) apresentado à Natural Scien- 
ce Society em Brno. Em sua apresentação, Mendel descreveu 
em detalhes os padrões de transmissão das caracteristicas em 
plantas de ervilha, suas conclusões sobre os princípios da he- 
reditariedade, e sua relevância para as controversas teorias 
da evolução. O dima da opinião cientifica, no entanto, não 
foi favorável, e essas ideias foram completamente ignoradas, 
apesar dos esforços iniciais de Mendel para chamar a atenção 
dos biólogos notórios de seu tempo. Em 1900, 16 anos após a 
morte de Mendel, três melhoristas de plantas trabalhando de 
maneira independente em diferentes sistemas confirmaram o 
significado do trabalho esquecido de Mendel. Hugo de Vries, 
Karl Correns e Erich von Tschermak-Seysenega, todos fazendo 
experimentos semelhantes aos de Mendel, chegaram a conclu- 
sões similares antes de conhecer o trabalho de Mendel, 
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O significado desses resultados tornou-se claro quando Mendel realizou 
cruzamentos genéticos entre os indivíduos da F,. Esses cruzamentos mos- 
traram um importante resultado — a característica recessiva reaparecia em 
aproximadamente 25% da geração F,, enquanto a característica dominan- 
te aparecia em 75% dos descendentes. Para cada um dos sete traços que ele 
acompanhou, a proporção de dominantes para recessivos na F, era sempre de 
aproximadamente 3:1. Quando esses experimentos foram realizados até uma 
terceira geração (F), todas as ervilhas de F, com traços recessivos geraram pro- 
gênie pura (produziram descendentes com traços recessivos). As com traços 
dominantes dividitam-se em dois grupos: um terço era puro (produzia apenas 
descendentes com o traço dominante) e os dois terços restantes produziam 
uma progênie mista, na proporção de 3:1 de dominantes para recessivos. 

Mendel interpretou seus resultados corretamente da seguinte maneira 
(Fig. 1-1): as diversas características são controladas por pares de fatores (os 
quais agora são chamados de genes), um fator proveniente do progenitor 
masculino e o outro proveniente do progenitor feminino. Por exemplo, as li- 
nhagens puras de ervilhas lisas contêm duas versões (ou alelos) do gene para 
aparência lisa (RR, roundness), enquanto as linhagens puras de ervilhas rugo- 
sas apresentam duas cópias do alelo para aparência rugosa (rr). Cada um dos 
gametas da linhagem lisa possui um alelo para a aparência lisa (R); cada um 
dos gametas da linhagem rugosa possui um alelo para a aparência rugosa (1). 
Em um cruzamento entre RR e rr, a fertilização gera uma planta com ambos 
os alelos (Rr) em F,. As sementes terão aparência lisa porque R é dominante 
sobre r. Refere-se à aparência ou à estrutura física de um indivíduo como seu 
fenótipo, e à sua composição genética como seu genótipo. indivíduos com 
fenótipos idênticos podem apresentar genótipos diferentes; dessa forma, para 
determinar o genótipo de um organismo, com frequência é necessário realizar 
cruzamentos genéticos por várias gerações. O termo homozigoto refere-se a 
genes nos quais ambos os alelos, materno e paterno, são idênticos (p. ex., RR 
ou rr). Em contrapartida, os genes nos quais os alelos paterno e materno são 
diferentes (p. ex., Rr) são chamados de het: 

Um determinado gene pode ser representado por uma ou várias letras ou 
símbolos. O alelo dominante do gene pode ser indicado por uma letra matús- 
cula (R), por um sinal de + sobrescrito (r'), ou por um sinal de + sozinho. Nas 
discussões apresentadas aqui, será utilizada a primeira convenção na qual o 
alelo dominante é representado por uma letra maiúscula e o alelo recessivo 
por uma letra minúscula. 

É importante observar que um determinado gameta contém apenas uma 
das duas cópias (um alelo) dos genes presentes no organismo original (p. ex., 
R ou r, mas nunca ambos) e que os dois tipos de gametas são produzidos em 
números iguais. Portanto, há chance de 50:50 de um dado gameta de uma 
ervilha de F, possuir um determinado alelo (R ou 1). Essa escolha é puramen- 
te aleatória. Não se espera encontrar proporções exatas de 3:1 ao examinar 
um número limitado de descendendentes em F,. A proporção será às vezes 
levemente maior e, outras vezes, levemente menor. Porém, à medida que o 
tamanho da amostra aumenta, espera-se que a proporção de ervilhas com a 
característica dominante em relação às ervilhas com a característica recessiva 
se aproxime de 3:1. 

O reaparecimento da característica recessiva na geração F, indica que os 
alelos recessivos não são modificados nem perdidos na geração F, (Rr), mas 
que os genes dominante e recessivo são transmitidos de forma independente 
e, portanto, são capazes de segregar de maneira independente durante a for- 
mação das células sexuais. Esse princípio da segregação independente 
dos fatores é frequentemente citado como a primeira lei de Mendel. 


Alguns alelos não são dominantes nem recessivos 


Nos cruzamentos relatados por Mendel, um membro de cada par de genes era 
claramente dominante sobre o outro. Esse comportamento, entretanto, não 


FIGURA 1-1 Como a primeira lei 
de Mendel (segregação independen- 
te dos fatores) explica a proporção 
:1 de fenótipos dominante para 
recessivo entre os descendentes da 
F, R representa o gene dominante e r, O 
gene recessivo, A semente lisa representa 
o fenótipo dominante, a semente rugosa, 
o fenótipo recessivo. 
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FIGURA 1-2 Herança da cor da 
flor boca-de-leão. Um parental é ho- 
mozigoto para flores vermelhas (AA) e o 
outro é homozigoto para flores brancas 
(aa). Não há dominância presente, e as 
flores heterozigotas de F, são cor-de-rosa. 
A proporção de 1:2:1 de flores vermelhas, 
cor-de-rosa e brancas na geração F; é ilus- 
trada pela coloração adequada, 


é universal. Às vezes, o fenótipo heterozigoto é intermediário entre os dois 
fenótipos homozigotos. Por exemplo, o cruzamento entre uma boca-de-leão 
(Antirrhinum) vermelha pura e uma variedade branca pura gera uma progê- 
nie cor-de-rosa intermediária em F,. Se esses descendentes F, forem cruzados 
entre si, a progênie F; resultante apresentará flores vermelhas, cor-de-rosa e 
brancas, na proporção de 1:2:1 (Fig. 1-2). Desse modo, torna-se possível dis- 
tinguir os heterozigotos dos homozigotos pelos seus fenótipos. Nota-se, tam- 
bém, que as leis de herdabilidade de Mendel não dependem da dominância 
de um alelo do gene sobre o outro. 


Princípio da distribuição aleatória 


Mendel estendeu seus experimentos de cruzamento para ervilhas que dife- 
riam em mais de uma característica, Como antes, ele iniciou com duas li- 
nhagens de ervilhas, cada uma delas pura quando cruzada entre si. Uma das 
linhagens apresentava sementes lisas e amarelas; a outra, sementes verdes e 
rugosas. Uma vez que liso e amarelo são dominantes sobre rugoso e verde, à 
totalidade da geração F, produziu sementes lisas e amarelas. As sementes da 
geração F, foram, então, cruzadas entre si, produzindo uma progênie F, nu- 
merosa, cujos indivíduos foram examinados pela aparência da semente (fenó- 
tipo). Além dos dois fenótipos originais (liso e amarelo; rugoso e verde), dois 
novos tipos (recombinantes) surgiram: rugoso e amarelo, e liso e verde, 

Novamente, Mendel achou que poderia interpretar os resultados pelo pos- 
tulado dos genes, se ele assumisse que cada par de genes era transmitido in- 
dependentemente para o gameta durante a formação das células da linhagem 
germinativa. Essa Interpretação é ilustrada na Figura 1-3. Qualquer gameta irá 
conter apenas um tipo de alelo de cada gene. Assim, os gametas produzidos por 
uma F, (RrYy) terão as composições RY, Ry, rY ou ry, mas nunca Rr, Yy, YY ou RR. 
Além disso, nesse exemplo, todos os quatro gametas possíveis são produzidos 
com frequências iguais. Não existe uma tendência de os alelos originados de um 
mesmo progenitor ficarem juntos. Consequentemente, os fenótipos da progê- 
nie F, aparecem na proporção de 9 lisas e amarelas, 3 lisas e verdes, 3 rugosas e 
amarelas, e 1 rugosa e verde, conforme representado no diagrama de Punnett, 
cujo nome foi dado em homenagem ao matemático britânico que o introduziu 
(na porção inferior da Fig. 1-3). Esse princípio da distribuição aleatória 
ou di-hibridismo é frequentemente chamado de segunda lei de Mendel. 


TEORIA CROMOSSÔMICA DA HEREDITARIEDADE 


Um dos principais motivos para a falta de valorização original da descoberta 
de Mendel foi a ausência de fatos consistentes sobre o comportamento dos 
cromossomos durante a meiose e a mitose. Esse conhecimento, no entanto, 
estava disponível quando as leis de Mendel foram confirmadas, em 1900, e 
foi aplicado em 1903 pelo biólogo norte-americano Walter S. Sutton. Em seu 
artigo clássico “The Chromosomes in Heredity” (Os cromossomos na heredi- 
tariedade), Sutton destacou a importância de o conjunto cromossômico ser 
diploide, isto é, conter dois conjuntos morfologicamente semelhantes, e que, 
durante a meiose, cada gameta recebe apenas um cromossomo de cada par de 
homólogos. Ele, então, usou esse fato para explicar os resultados de Mendel, 
assumindo que os genes faziam parte do cromossomo, e propôs que os genes 
para sementes amarelas e verdes eram carregados por um determinado par de 
cromossomos e que os genes para as sementes lisas e rugosas eram carregados 
por um par diferente. Essa hipótese explica, prontamente, as proporções de 
segregação 9:3:3:1 observadas experimentalmente. Embora o artigo de Sutton 
não tenha provado a teoria cromossômica da hereditariedade, foi de extrema 
importância porque reuniu, pela primeira vez, disciplinas independentes de 
genética (o estudo dos experimentos de cruzamentos) e citologia (o estudo da 
estrutura celular). 
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geração parental 


LIGAÇÃO GÊNICA E CROSSING OVER (RECOMBINAÇÃO) 


O princípio da distribuição aleatória de Mendel está baseado no fato de que 
genes localizados em cromossomos diferentes se comportam de maneira 
independente durante a meiose. Entretanto, frequentemente, dois genes 
não são distribuídos de forma independente, porque estão localizados no 
mesmo cromossomo (genes ligados; ver Quadro 1-2, Os genes estão liga- 
dos a cromossomos). Diversos exemplos de distribuição não aleatória foram 
encontrados assim que foi possível a identificação de um grande número 
de genes mutantes nas análises de cruzamentos. Em todos os casos bem 
estudados, o número de grupos de ligação foi idêntico ao número de cro- 
mossomos haploides. Por exemplo, existem quatro grupos de genes ligados 
na Drosophila, e quatro cromossomos morfologicamente distintos em uma 
célula haploide. 

A ligação, entretanto, nunca é realmente completa. A probabilidade de 
dois genes do mesmo cromossomo permanecerem juntos durante a meiose va- 
ria desde pouco menos de 100% até quase 50%. Essa variação na ligação sugere 
a existência de um mecanismo para a permuta de genes entre os cromossomos 
homólogos. Esse mecanismo é chamado de crossing over (recombinação). 
Sua base citológica foi primeiramente descrita pelo citologista belga EA. Jans- 
sens. No início da meiose, por meio do processo de sinapse, os cromosso- 
mos homólogos formam pares dispostos paralelamente aos seus eixos longos. 
Nesse estágio, cada cromossomo já foi duplicado, formando duas cromátides. 
Assim, a sinapse alinha quatro cromátides (uma tétrade), que se entrelaçam 
entre si. Janssens imaginou que, possivelmente devido às tensões resultantes 
desses enrolamentos, ocorra a quebra ocasional de duas das cromátides em 


FIGURA 1-3 Como a segunda lei 
de Mendel (distribuição aleatória) 
atua. Neste exemplo, a herança da cor da 
semente amarela (Y) e verde (y) é seguida 
juntamente com a herança do formato da 
semente lisa (R) e rugosa (r). Os alelos R 
e Y são dominantes sobre r e y. Os genó- 
tipos dos vários parentais e descendentes 
estão indicados pelas combinações de le- 
tras, e quatro diferentes fenótipos são dis- 
tinguidos pelo sombreamento apropriado. 


EXPERIMENTOS-CHAVE 


Quadro 1-2 Os genes estão ligados a cromossomos 


Inicialmente, todos os experimentos com cruzamentos uti- 
lizavam diferenças genéticas já existentes na natureza. Por 
exemplo, Mendel usou sementes obtidas comercialmente, 
que, por sua vez, devem ter sido obtidas de agricultores. 
A existência de formas alternativas de um mesmo gene (ale- 
los) levanta a questão sobre como elas surgiram. Uma hi- 
pótese óbvia afirma que os genes podem se alterar (sofrer 
mutação) para dar origem a novos genes (genes mutantes). 
Essa hipótese foi seriamente testada pela primeira vez, co- 
'meçando em 1908, pelo grande biólogo americano Thomas 
Hunt Morgan e seus jovens colaboradores, os geneticistas 
Calvin B. Bridges, Hermann J. Muller e Alfred H. Sturtevant. 
Eles trabalhavam com a mosca-da-fruta Drosophila melano- 
gaster. O primeiro mutante encontrado foi um macho com 
alhos brancos em vez dos olhos vermelhos normais. A va- 
riante de olhos brancos apareceu espontaneamente em uma 


a geração parental 
vermelho 2 fenótipo branco & 


garrafa de cultivo de moscas de olhos vermelhos. Como es- 
sencialmente todas as drosófilas encontradas na natureza 
têm olhos vermelhos, o gene que produz olhos vermelhos 
foi chamado de gene selvagem; o gene que produz olhos 
brancos foi chamado de gene mutante (alelo). 

O gene mutante do olho branco foi imediatamente usa- 
do em experimentos de cruzamento (Quadro 1-2, Fig. 1), 
com o impressionante resultado de que o comportamento 
do alelo era completamente paralelo à distribuição de um 
cromossomo X (i.e, estava ligado ao sexo), Esse achado su- 
geriu imediatamente que esse gene estava localizado no cro- 
mossomo X, juntamente com os genes que controlam o sexo. 
Essa hipótese foi rapidamente confirmada por cruzamentos 
genéticos adicionais usando genes mutantes recém-isolados, 
Muitos desses genes mutantes adicionais também eram liga- 
dos ao sexo. 


geração parental b 
branco Q fenótipo vermelho & 


geração F; 
vermeiho Q branco & 
E. 


vormao 2 vermeino 2 vemaho É branco È 
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QUADRO 1-2 FIGURA 1 Herança de um gene ligado 
ao sexo em Drosophila. Genes localizados em cromossomos 
sexuais podem expressar-se de forma diferente em descen- 
dentes masculinos e femininos, porque se houver apenas um 
cromossomo X presente, genes recessivos nesse cromosso- 
mo serão sempre expressos. Aqui estão dois cruzamentos, 
ambos envolvendo um gene recessivo (w, para olho branco) 
localizado no cromossomo X. (a) O parental masculino é uma 


mosca de olho branco (wY), e o feminino é homozigoto para 
alho vermelho (WW). (b) O macho possui olhos vermelhos 
(WM) e a fêmea, olhos brancos (ww). A letra Y aqui não re- 
presenta um alelo, mas sim o cromossomo Y, presente nos 
machos de Drosophila no lugar de um cromossomo X homó- 
logo. Não há nenhum gene no cromossomo Y corresponden- 
te aos genes w ou W do cromossomo X. 


Capítulo 1 A Visão Mendeliana do Mundo 11 


um local correspondente. Esses eventos poderiam criar quatro extremidades, 
as quais poderiam se religar de forma cruzada, de maneira que o segmento de 
uma das duas cromátides seria ligado ao segmento da outra (Fig. 1-4). Dessa 
maneira, seriam produzidas cromátides recombinantes contendo um segmen- 
to derivado de cada um dos cromossomos homólogos originais. A prova defi- 
nitiva da hipótese de Janssens de que os cromossomos trocam material fisica- 
mente durante a sinapse veio 20 anos mais tarde, quando, em 1931, Barbara 
McClintock e Harriet B. Creighton, trabalhando na Cornell University com a 
planta do milho Zea mays, projetaram uma notável demonstração citológica 
de quebra e religação cromossômica (Fig. 1-5). 


MAPEAMENTO CROMOSSÔMICO 


Thomas Hunt Morgan e seus alunos, no entanto, não esperaram por provas 
citológicas formais do crossing over (recombinação) para explorar as implica- 
ções da hipótese de Janssens. Eles deduziram que genes próximos entre si em 
um mesmo cromossomo segregariam juntos mais frequentemente (maior li- 
gação) se comparados a genes afastados entre si em um mesmo cromossomo. 
Eles imediatamente vitam isso como uma maneira de localizar (mapear) as 
posições relativas dos genes nos cromossomos e, assim, produzir um mapa 
genético. A maneira como eles utilizaram as frequências das várias classes re- 
combinantes é bastante simples. Considere a segregação de três genes, todos 
localizados no mesmo cromossomo. À disposição desses genes pode ser deter- 
minada por três cruzamentos, em cada um dos quais dois genes são seguidos 
(cruzamentos de dois fatores). Um cruzamento entre AB e ab gera quatro tipos 
de descendentes; os dois genótipos parentais (AB e ab) e dois genótipos re- 
combinantes (Ab e aB). Um cruzamento entre AC e ac, da mesma forma, origi- 
na duas combinações parentais, bem como as combinações recombinantes Ac 
e aC, e um cruzamento entre BC e bc produz os tipos parentais e os recombi- 
nantes Bc e bC. Cada cruzamento produzirá uma proporção específica da pro- 
gênie parental em relação à recombinante. Considere, por exemplo, o fato de 


progênie sem crossing over progênie com crossing over 
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FIGURA 1-4 Hipótese do crossing 
over de Janssens. 


FIGURA 1-5 Demonstração de tro- 
cas fisicas entre cromossomos homó- 
logos. Na maioria dos organismos, pares 
de cromossomos homólogos têm formas 
idênticas. Ocasionalmente, no entanto, os 
dois membros de um par não são jdên- 
ticos; um é marcado pela presença de 
material extracromossômico ou regiões 
compactadas que formam, de maneira re- 
produzível, estruturas semelhantes a um 
botão, ou nó. McClintock e Creighton en- 
contraram um par assim e utilizaram-no 
para mostrar que o crossing over envolve 
trocas realmente físicas entre os cromos- 
somos pareados. No experimento mostra- 
do aqui, o descendente homozigoto c, wx 
teria de surgir pelo crossing over entre os 
loci C e wx. Quando essa progênie c, wx 
joicitologicamente examinada, observou- 
-se cromossomos com nós, mostrando 
que uma região VWx sem nó havia sido fi- 
sicamente substituída por uma região wa 
com nó. A caixa colorida na figura iden- 
fica os cromossomos dos descendentes 
homozigotos c, wx. 
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FIGURA 1-6 Indicação experimen- 
tal da ordem de três genes com base 
em três cruzamentos de dois fatores. 


FIGURA 1-7 Utilização de cruza- 
mentos de três fatores para determi- 
nar a ordem dos genes. O par de re- 
combinantes recíprocos menos frequente 
deve surgir a partir de um crossover 
duplo. As porcentagens listadas para as 
várias classes são os valores teóricos es- 
perados para uma amostra infinitamente 
grande. Quando números finitos de des- 
cendentes são registrados, os valores exa- 
tos estão sujeitos a flutuações estatísticas 
aleatórias. 


| 


o primeiro cruzamento gerar 30% de recombinantes, o segundo cruzamento, 
10% e o terceiro cruzamento, 25%. Isso mostra que os genes a e c estão mais 
próximos do que a e b ou b e c e que as distâncias genéticas entre a e b e b e c 
São mais semelhantes. A disposição dos genes que melhor se enquadra nesses 
dados é a-c-b (Fig. 1-6). 

A precisão da ordem genética sugerida por cruzamentos de dois fatores 
gênicos pode ser normalmente confirmada por cruzamentos de três fatores. 
Quando os três genes utilizados no exemplo anterior são seguidos nos cruza- 
mentos ABC x abc, seis genótipos recombinantes são encontrados (Fig. 1-7) 
e recaem em três grupos de pares recíprocos. O mais raro desses grupos surge 
a partir de um crossing over duplo. A análise da classe menos frequente geral- 
mente possibilita a imediata confirmação (ou rejeição) de uma ordem sugeri- 
da. Os resultados na Figura 1-7 confirmam imediatamente a ordem sugerida 
pelos cruzamentos de dois fatores, O fato de os recombinantes raros serem 
AcB e aCh só fará sentido se a ordem for a-c-b. 

A existência de múltiplos crossovers significa que a quantidade de recom- 
binação entre os marcadores externos a e b (ab) é geralmente menor do que a 
soma das frequências de recombinação entre a e c (ac) e c e b (cb). Para obter 
uma aproximação mais precisa da distância entre os marcadores externos, 
pode-se calcular a probabilidade (ac x cb) de que quando um crossing over 
ocorrer entre c e b, outro ocorrerá entre a e c, e vice-versa (cb x ac). Essa pro- 
babilidade, subtraída do somatório das frequências, expressa de forma mais 
precisa a quantidade de recombinação. A fórmula simples 


ab = ac + cb — 2(ac)(cb) 


pode ser aplicada em todos os casos em que a ocorrência de um crossing over 
não afeta a probabilidade de ocorrência de outro crossing over. Infelizmente, 
um mapeamento preciso é frequentemente perturbado pelo fenômeno de in- 
terferência, o qual pode tanto aumentar como diminuir a probabilidade de 
crossing overs correlacionados. 
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Utilizando esse raciocínio, o grupo da Columbia University liderado 
por Morgan havia determinado, em 1915, a localização de mais de 85 ge- 
nes mutantes em Drosophila (Tab. 1-1), colocando cada um deles em pon- 
tos distintos dos quatro grupos de ligação, ou cromossomos. É importante 
ressaltar que todos os genes em um determinado cromossomo foram lo- 
calizados sobre uma linha. O arranjo dos genes era estritamente linear e 
nunca ramificado. O mapa genético de um dos cromossomos de Drosophila 
é apresentado na Figura 1-8. As distâncias entre os genes, nesse mapa, são 
medidas em unidades de mapa, as quais estão relacionadas à frequência 
de recombinação entre os genes. Assim, se a frequência de recombinação 
encontrada entre dois genes foi 5%, diz-se que esses genes estão separa- 
dos por cinco unidades de mapa. Devida à alta probabilidade de crossing 
overs duplos entre genes bastante afastados, essas indicações de unidades de 
mapa podem ser consideradas precisas apenas para a recombinação entre 
genes próximos. 

Mesmo quando dois genes estão nas extremidades de um cromossomo 
muito longo, eles segregam juntos em pelo menos 50% das vezes, devido 
aos múltiplos crossing overs. Os dois genes serão separados se um número 
ímpar de crossing overs ocorrer entre eles e permanecerão juntos se ocorrer 
um número par de crossing overs. Assim, no início da análise genética de 
Drosophila, era geralmente impossível determinar se dois genes estavam 
em cromossomos diferentes ou nas extremidades opostas de um mesmo 
cromossomo longo. Somente após o mapeamento de um grande número 
de genes foi possível demonstrar, de forma convincente, que o número 
de grupos de ligação era equivalente ao número de cromossomos visíveis 
citologicamente, Em 1915, Morgan e seus alunos Alfred H. Sturtevant, Her- 
mann J. Muller e Calvin B. Bridges publicaram o livro The Mechanism of 
Mendelian Heredity, no qual foi relatada, pela primeira vez, a validade ge- 
ral das bases cromossômicas da hereditariedade. Atualmente, considera-se 
esse conceito, assim como as teorias da evolução e da célula, como uma das 
realizações mais importantes na busca do entendimento da natureza dos 
seres vivos, 


A ORIGEM DA VARIABILIDADE GENÉTICA 
POR MEIO DE MUTAÇÕES 


Hoje é possível entender a variação de hereditariedade que é encontrada no 
mundo biológico e que forma a base da teoria da evolução. Os genes são ge- 
ralmente copiados de maneira exata durante a duplicação dos cromossomos. 
Raramente, entretanto, ocorrem alterações (mutações) nos genes, originan- 
do formas alteradas; a maioria — mas não todas - atua de modo menos satis- 
fatório que os alelos do tipo selvagem. Esse processo é necessariamente raro; 
de outra forma, muitos genes seriam alterados a cada ciclo celular, e os des- 
cendentes não seriam semelhantes aos seus progenitores. Existe, porém, uma 
grande vantagem na ocorrência de uma pequena e finita taxa de mutação; 
ela fornece uma fonte constante de novas variantes, necessárias para permitir 
que as plantas e os animais se ajustem aos ambientes físicos e biológicos em 
constante alteração. 

Surpreendentemente, no entanto, os resultados dos geneticistas men- 
delianos não foram prontamente aceitos pelos biólogos clássicos, que en- 
tão eram as autoridades respeitadas no que concernia às relações evolutivas 
entre as várias formas de vida. Diversas dúvidas foram suscitadas a respeito 
de as trocas genéticas, pesquisadas por Morgan e seus alunos, não serem 
suficientes para permitir a evolução de estruturas totalmente novas, como 
asas ou olhos. Ao contrário, esses biólogos acreditavam na ocorrência de 
“macromutações” importantes, que seriam os eventos que permitiriam os 
grandes avanços evolutivos. 
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TABELA 1-1 0585 genes mutantes relatados em Drosophila melanogaster em 1915 


Nome Região afetada Nome Região afetada 
Grupo 1 
Abnormal abdome Lethal, 13 corpo, morte 
Bar olho Miniature asa 
Bifid nervação Notch nervação 
Bow asa Reduplicated cor do olho 
Chery cor do olho Ruby pata 
Chrome cor do corpo Rudimentary asa 
Cleft nervação Sable cor do corpo 
Club asa Shifted nervação 
Depressed asa Short asa 
Dotted tórax Skee asa 
Eosin cor do olho Spoon asa 
Facet omatídeos Spot cor do corpo 
Forked cerdas Tn antena 
Furrowed olho Truncate asa 
Fused nervação Vermilion cor do olho 
Green cor do corpo White cor do olho 
Jaunty asa Yellow cor do corpo 
Lemon cor do corpo 
Grupo 2 
Antlered asa Jaunty asa 
Apterous asa Limited bandas abdominais 
Are asa Little crossover cromossomo 2 
Balloon nervação Morula omatideos 
Black cor do corpo Olive cor do corpo 
Blistered asa Plexus nervação 
Comma marca do tórax Purple cor do olho 
Confluent nervação Speck marca do tórax 
Cream II cor do olho Strap asa 
Curved asa Streak padrão 
Dachs pata Trefoil padrão 
Extra vein nervação Truncate asa 
Fringed asa Vestigial asa 
Grupo3 
Band padrão Pink cor do olho 
Beaded asa Rough olho 
Cream lt cor do olho Safranin cor do olho 
Deformed olho Sepia cor do olho 
Dwarf tamanho corporal Sooty cor do corpo 
Ebony cor do corpo Spineless cerdas 
Giant tamanho corporal Spread asa 
Kidney olho Trident padrão 
Low crossing over cromossomo 3 Truncate asa 
Maroon cor do olho Whitehead padrão 
Peach cor do olho White ocelli olho simples 
Grupo 4 
Bent asa Eyeless olho 


As mutações dividem-se em quatro grupos de ligação. Como quatro cromossomos foram citologicamen- 
te observados, isso indicou que os genes estão situados nos cromossomos. Observe que mutações em 
vários genes podem alterar uma única característica, como cor do corpo, de maneiras diferentes. 
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FIGURA 1-8 Mapa genético do cromossomo 2 de Drosophila melanogaster. 


Gradualmente, entretanto, as dúvidas foram desaparecendo, principal- 
mente como resultado dos esforços dos geneticistas matemáticos Sewall 
Wright, Ronald A. Fisher e John Burden Sanderson Haldane. Eles mostra- 
ram que, considerando a avançada idade da Terra, as taxas de mutação re- 
lativamente baixas encontradas nos genes de Drosophila, juntamente com 
vantagens seletivas apenas brandas, já seriam suficientes para permitir o 
acúmulo gradual de novos atributos favoráveis. Na década de 1930, os bió- 
logos começaram a reavaliar seus conhecimentos sobre a origem das es- 
pécies e a entender o trabalho dos geneticistas matemáticos. Entre esses 
novos darwinianos estavam o biólogo Julian Huxley (neto do defensor ori- 
ginal de Darwin, Thomas Huxley), o geneticista Theodosius Dobzhansky, 
o paleontólogo George Gaylord Simpson e o ornitologista Ernst Mayr. Na 
década de 1940, os quatro escreveram trabalhos importantes, cada um de- 
monstrando, sob seu ponto de vista específico, como o mendelismo e o 
darwinismo eram compatíveis. 


ESPECULAÇÕES INICIAIS SOBRE O QUE 
SÃO OS GENES E COMO ELES ATUAM 


Quase imediatamente após a redescoberta das leis de Mendel, os geneticistas 
começaram a especular tanto sobre a estrutura química do gene como sobre 
a maneira como ele atua. Nenhum progresso real pôde ser feito, entretanto, 
porque a identidade química do material genético permanecia desconheci- 
da. Mesmo o fato de saber que ácidos nucleicos e proteínas faziam parte dos 
cromossomos não auxiliava, pois se desconhecia também a estrutura desses 
componentes. As investigações mais produtivas concentraram a atenção no 
fato de que os genes deveriam ser, de algum modo, autoduplicantes. Suas 
estruturas devem ser copiadas de forma exata cada vez que um cromossomo 
forma duas cromátides. Esse fato impôs, imediatamente, uma profunda ques- 
tão química: como uma molécula complexa poderia ser precisamente copiada 
originando réplicas exatas. 

Alguns físicos também ficaram intrigados com o gene, e quando a mecá- 
nica quântica entrou em cena no fim da década de 1920, pareceu que, para 
entender os genes, seria necessário, em primeiro lugar, dominar as sutilezas 
das teorias físicas mais avançadas. Essas ideias, no entanto, nunca criaram 
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raízes, já que era óbvio que mesmo os melhores físicos ou químicos teóricos 
não se preocupariam com uma substância cuja estrutura ainda aguardava elu- 
cidação. Havia apenas um fato que eles poderiam considerar: as descobertas 
independentes de Muller e LJ. Stadler em 1927 de que raios X induzem mu- 
tações. Uma vez que existe uma maior probabilidade de um raio X atingir um 
gene extenso do que um gene pequeno, a frequência de mutações induzidas 
em um determinado gene por uma determinada dose de raios X fornece uma 
estimativa do tamanho desse gene. Mesmo aqui, porém, tantos pressupostos 
especiais eram necessários que praticamente ninguém, nem mesmo Muller e 
Stadler, deram crédito a tais estimativas. 


TENTATIVAS PRELIMINARES PARA ENCONTRAR 
UMA RELAÇÃO ENTRE GENE E PROTEÍNA 


Os trabalhos mais produtivos na busca da relação entre os genes e as proteínas 
analisaram as formas pelas quais as alterações gênicas afetam determinadas 
proteínas presentes na célula. No início, esse tipo de estudo era difícil, pois 
ninguém sabia quais eram as proteínas que estavam presentes em estruturas 
como olhos ou asas. Logo ficou claro que os genes com funções metabólicas 
simples seriam mais fáceis de estudar do que os genes que afetavam estrutu- 
ras complexas. Um dos primeiros exemplos velo do estudo de uma doença 
hereditária que afetava o metabolismo dos aminoácidos. Mutações espontá- 
neas que ocorrem em seres humanos podem afetar a capacidade de metabo- 
lização do aminoácido fenilalanina. Quando indivíduos homozigotos para 
a característica mutante consomem alimentos contendo fenilalanina, sua 
incapacidade de converter fenilalanina em aminoácidos tirosina provoca um 
acúmulo, em níveis tóxicos, de ácido fenil pirúvico na corrente sanguínea. 
Essas doenças são exemplos de “erros inatos do metabolismo”, e sugeriram 
ao médico inglês Archibald E. Garrod, em 1909, que o gene tipo selvagem é 
o responsável pela presença de uma determinada enzima e que no mutante 
homozigoto há deficiência congênita dessa enzima. 

A hipótese geral de Garrod sobre a relação gene-enzima foi estendida, na 
década de 1930, com os trabalhos em pigmentos florais de Haldane e Rose 
Scott-Moncrieff, na Inglaterra, com estudos dos pigmentos dos pelos de co- 
baias, de Wright, nos Estados Unidos, e pesquisas sobre os pigmentos dos olhos 
de insetos, de A. Kuhn, na Alemanha, e Boris Ephrussi e George W. Beadle, 
primeiro na França e, depois, na Califórnia. Em todos os casos, as evidências 
revelaram que um determinado gene afetava uma específica etapa na formação 
do respectivo pigmento cuja ausência, por exemplo, alterava a cor dos olhos de 
uma mosca de vermelho para rubi. Entretanto, a falta de conhecimento básico 
sobre a estrutura das enzimas em questão não permitia uma análise mais de- 
talhada da relação gene-enzima e não se podia afirmar se a maioria dos genes 
controlava a síntese de proteínas (nessa época suspeitava-se que todas as enzi- 
mas eram proteínas) ou se todas as proteínas estavam sob o controle de genes, 

Já em 1936, estava claro para os geneticistas mendelianos que essas expe- 
riências que traziam algum sucesso na elucidação das características básicas da 
genética mendeliana provavelmente não explicariam como os genes atuavam. 
Seria necessário, então, encontrar objetos biológicos mais adequados à análise 
química. Além disso, os geneticistas estavam cientes de que o conhecimento 
da química dos ácidos nucleicos e das proteínas, na época, era completamente 
inadequado para permitir uma argumentação química fundamentada, mesmo 
nos sistemas biológicos mais adequados. Felizmente, essas limitações da área 
química não os impediram de realizar experimentos genéticos com organis- 
mos quimicamente simples, como fungos, bactérias e vírus. Como será visto, 
as evidências químicas necessárias surgiram praticamente no momento em 
que os geneticistas estavam preparados para utilizá-las. 
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A hereditariedade é controlada pelos cromossomos, os quais 
são os transportadores celulares dos genes. Os fatores heredi- 
tários foram primeiramente descobertos e descritos por Men- 
del, em 1865, mas sua importância não foi reconhecida até o 
início do século XX. Cada gene pode apresentar várias formas 
diferentes, chamadas alelos. Mendel propôs que, para cada ca- 
racterística hereditária, um fator de hereditariedade (um gene) 
é dado, por cada progenitor, a seus descendentes, A base física 
para esse comportamento é a distribuição dos cromossomos 
homólogos durante a meiose: um cromossomo (escolhido ao 
acaso) de cada par de homólogos é distribuído para cada célula 
haploide. Quando dois genes estão no mesmo cromossomo 
eles tendem a ser herdados juntos (ligados). Genes que afetam 
características diferentes podem ser herdados de forma inde- 
pendente, porque estão localizados em cromossomos diferen- 
tes, De qualquer forma, a ligação entre os genes raramente é 
absoluta, pois cromossomos homólogos formam pares duran- 
te a meiose e, normalmente, quebram-se em locais idênticos 
e religam-se de forma cruzada (crossing over). O crossing over 
(recombinação) transfere genes inicialmente localizados no 
cromossomo de origem paterna para um grupo de genes do 
cromossomo materno. 
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QUESTÕES 


Para respostas de questões de número par, ver Apêndice 2: Respostas. 


Questão 1. Você está comparando dois alelos do Gene X. 
O que define os dois alelos como alelos distintos? 


Questão 2. Verdadeiro ou falso. Justifique sua escolha. Um 
gene possui apenas dois alelos. 


Questão 3. Verdadeiro ou falso. Justifique sua escolha. Uma 
característica é sempre determinada por um gene, 


Questão 4. Verdadeiro ou falso. Justifique sua escolha. Para 
um determinado gene, pode-se sempre definir os alelos como 
dominantes ou recessivos. 


Questão 5. Você quer identificar a relação de dominante/ 
recessivo para cor da pele em uma nova espécie de sapos que 
você encontrou na floresta tropical. Suponha que um gene au- 
tossômico controla a cor da pele nessa espécie. Todos os sapos 
que você encontrou para a espécie são azul-brilhante ou ama- 
relos, Uma fêmea azul-brilhante e um macho azul-brilhante 
acasalam e produzem uma progênie toda azul-brilhante. Uma 
fêmea amarela e um macho amarelo acasalam e produzem 
uma mistura de descendentes azuis-brilhantes e amarelos. 
Identifique cada traço (cor da pele azul-brilhante e cor da pele 
amarela) como dominante ou recessivo. Justifique suas esco- 
Ihas, Identifique o genótipo de cada genitor nos dois cruza- 
mentos. Use a letra B para se referir ao gene que confere cor 
da pele, 


Questão 6. 

A. Após cruzar plantas de ervilha puras com sementes ama- 
relas e plantas de ervilhas puras com sementes verdes, 
como fez Mendel, que fenótipo você espera para as plan- 
tas de ervilha na geração F, se as sementes amarelas forem 
dominantes sobre as sementes verdes? 

B. Você faz a autofecundação da geração F,. Dê a proporção 
fenotípica esperada na geração F,. 

€. Dêa proporção genotípica esperada na geração E. 

D. Dêa proporção esperada de heterozigotos para homozigo- 
tos na geração Fs. 


Questão 7. Mendel estudou sete características distintas 
para plantas de ervilha. Seis destes traços estavam em cromos- 
somos diferentes, e dols traços estavam separados por uma 
grande distância em um cromossomo. Se Mendel selecionas- 
se dois traços controlados por genes ligados em seus estudos 
iniciais, que lei seria afetada (a primeira ou a segunda lei de 
Mendel)? Justifique sua escolha. 


Questão 8. Você quer mapear a posição de três genes (X, Ye 
Z) encontrados em um cromossomo em Drosophila. Cada gene 
possui um alelo dominante e um alelo recessivo. Você realiza 
os três cruzamentos diferentes com dois fatores (Cruzamento 
1: XY e xy, Cruzamento 2: YZ e yz, e Cruzamento 3: XZ e xz). 
Suponha que todos os cruzamentos são entre moscas diploi- 
des homozigotas para os alelos destes genes. Você observa 7% 
de recombinantes no primeiro cruzamento, 20% de recombi- 
nantes no segundo cruzamento, e 13% de recombinantes no 


terceiro cruzamento. Desenhe um mapa colocando os genes 
na ordem correta e dê a distância entre cada gene em unidades 
de mapa (um.). 


Questão 9. Você quer confirmar sua ordenação da Questão 
8 usando um cruzamento de três fatores (cruzamento XYZ/xyz 
e xy2/xy2). Seus recombinantes menos frequentes são xYZ e 
Xyz. Isso confirma seu ordenamento da Questão 8? Justifique 
sua resposta. 


Questão 10. Você quer novamente mapear as posições de 
três genes em drosófila (L, M e N). Cada gene possui um alelo 
dominante e um alelo recessivo. Você realiza os três cruzamen- 
tos diferentes com dois fatores (Cruzamento 1: LM e Im, Cru- 
zamento 2: MN e mn, e Cruzamento 3: LN e In). Suponha que 
todos os cruzamentos são entre moscas diploides homozigotas 
para os alelos desses genes. Você observa 5% de recombinantes 
no primeiro cruzamento, 50% de recombinantes no segundo 
cruzamento, e 50% de recombinantes no terceiro cruzamento. 
Com base nos dados fornecidos, o que você pode determinar 
para a ordem dos genes e para a distância entre eles? 


Questão 11. Seguindo as observações da Questão 10, você 
realiza novos cruzamentos usando o gene O. Você observa 
30% de recombinação no cruzamento entre MO e mo, 35% 
de recombinação no cruzamento entre LO e lo, e 25% de re- 
combinação no cruzamento entre NO e no. Suponha que to- 
dos os cruzamentos são entre moscas diploldes homozigotas 
para os alelos desses genes. Considerando as informações das 
Questões 10 e 11, desenhe um mapa colocando os genes na 
ordem correta e dê a distância entre cada gene em unidades 
de mapa. 


Questão 12. Defina mutação. A célula possui vários meca- 
nismos para prevenir mutações. Explique como uma taxa de 
mutação muito baixa pode ser vantajosa em relação à inexis- 
tência de mutações em um organismo. 


Questão 13. Diferencie cromossomos e cromátides. 


Questão 14. Você está mapcando o cromossomo 6 da mos- 
ca-varejeira Lucilia cuprina e quer testar como seus cálculos se 
comparam a um mapa publicado, Em um cruzamento recente, 
você estudou as mutações tri, pk e y que se relacionam a jun- 
ções venosas espessadas, corpo cor-de-rosa e olhos amarelos, 
respectivamente. A partir de um cruzamento entre um macho 
homozigoto para as três mutações e uma fêmea heterozigota 
(tripky/+=+), você registra os números da progênie. No mapa 
publicado, a distância entre y e pk é de 23,0 u.m., a distância 
entre pk e tri é de 18,4 u.m., e a distância entre y e tri é de 41,4 
u.m. Com base no mapa publicado e considerando os valores a 
seguir, calcule os valores esperados para a progênic observada 
que representam um crossover simples ou duplo. Lembre-se de 
que valores observados são dados que incluem algumas flutua- 
ções estatísticas. 

Número total de descendentes: 1.000 

Total de recombinantes que representam um crossover duplo: 15 


Informações do mapa publicado de Weller e Foster (1993. 
Genome 36: 495-506). 
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Questão 15. Você está estudando uma nova espécie de aves. B. Se o traço for ligado ao sexo, refine sua resposta em A com 


Você sabe que a espécie possui cromossomos sexuais semelhan- respeito à relação dominante/recessivo de um traço ligado 
tes aos da galinha. Os machos possuem dois cromossomos Z, ao sexo no cromossomo Z para a geração F,. 

enquanto as fêmeas possuem apenas um cromossomo Z eum  €, Suponha que preto é dominante sobre verde. Você cru- 
cromossomo W. Como o genoma ainda não foi sequenciado, za um macho de olhos pretos da geração F, com uma fè- 
você realizará cruzamentos para obter mais informações gené- mea de olhos pretos da geração F,. Se o traço for ligado ao 
ticas, Você está interessado na cor dos olhos das aves. Você ob- sexoj estimo as proporções genolipicasefenoligieas: para 
tém aves puras com olhos pretos ou verdes. Você cruza um ma- ageaçõo E, 


cho de olhos pretos com uma fêmea de olhos verdes. Suponha 
que esta característica é determinada por um gene, 
A. Considerando uma relação dominante/recessivo, você 
quer determinar se preto é recessivo ao verde ou se verde 
é recessivo ao preto. Como você poderia utilizar os fenóti- 
pos de F, e F, para ajudá-lo a responder esta questão? 


Esta página foi deixada em branco intencionalmente. 


CAPÍTULO 2 


Os Acidos Nucleicos 
Transportam as 
Informações Genéticas 


FATO DE QUE MOLÉCULAS ESPECIAIS DEVERIAM TRANSPORTAR a informação gené- 
O tica foi percebido pelos geneticistas muito antes que o problema atraís- 

se a atenção dos químicos. Na década de 1930, geneticistas começaram 
a pesquisar que tipos de moléculas poderiam apresentar o nível de estabilida- 
de exigido pelos genes e, ainda, ser capaz de modificar-se, de modo estável e 
repentino, gerando formas mutantes, para sustentar a evolução. Até meados 
da década de 1940, parecia não existir uma maneira direta para se estudar a 
essência química dos genes. Sabia-se que os cromossomos possuíam um com- 
ponente molecular característico, o ácido desoxirribonucleico (DNA). Apesar 
disso, não havia uma maneira de demonstrar se o DNA carregava a informação 
genética ou se atuava apenas como um arcabouço molecular para uma classe 
ainda não descoberta de proteínas, especialmente desenvolvidas para trans- 
portar a informação genética. Supunha-se que os genes seriam compostos por 
aminoácidos porque, naquela época, eles pareciam ser as únicas moléculas 
suficientemente complexas para transportar as informações genéticas. 

Dessa forma, fazia sentido abordar a natureza do gene investigando-se 
como eles atuam nas células. No início da década de 1940, as pesquisas com 
o fungo Neurospora, lideradas por George W. Beadle e Edward Tatum, gera- 
ram evidências progressivamente mais fortes que sustentavam a hipótese de 
Archibald E. Garrod, de 30 anos antes, de que os genes atuam controlando 
a síntese de enzimas específicas (a hipótese de um gene — uma enzima). As- 
sim, como todas as enzimas conhecidas na época eram proteinas, o problema 
central era como os genes participavam na síntese de proteínas. Desde a fase 
inicial das investigações, a hipótese mais simples sugeria que a informação ge- 
nética contida nos genes determinava a ordem dos 20 diferentes aminoácidos 
contidos nas cadeias polipeptídicas das proteinas. 

Na tentativa de testar essa proposta, a intuição não auxiliava nem mes- 
mo os melhores bioquímicos, uma vez que não existia uma maneira ló- 
gica de utilizar as enzimas como ferramentas para determinar a ordem de 
cada aminoácido adicionado a uma cadeia polipeptídica. Esses esquemas 
necessitariam de tantas enzimas organizadoras quanto o número de ami- 
noácidos existentes na proteina. Todavia, uma vez que todas as enzimas 
conhecidas na época eram proteínas (hoje se sabe que o RNA também pode 
atuar como enzima), ainda seriam necessárias enzimas organizadoras adicio- 
nais para sintetizar as enzimas organizadoras. Essa situação estabelecia cla- 


SUMÁRIO 


A Informação Bombástica de 
Avery: o DNA pode Transportar 
a Especificidade Genética, 22 


A Dupla-hélice, 24 


A Informação Genética do DNA 
é Definida pela Sequência de 
seus Quatro Nucleotídeos, 30 


. 
O Dogma Central, 33 


Estabelecimento da Direção 
da Síntese Proteica, 38 


A Era da Genômica, 40 


22 


Parte 1 História 


cap? 


(gene da cápsula) cromossomo 


célula S (isa) 
patogënica 


ramente um paradoxo, exceto se houvesse uma série fantástica de sínteses 
inter-relacionadas, em que uma determinada proteina apresentasse diversas 
especificidades enzimáticas diferentes. Com esse pressuposto, seria possível 
(com grande dificuldade) visualizar uma célula manejável. Não parecia pro- 
vável, entretanto, que a maioria das proteínas realizasse múltiplas tarefas. 
Na verdade, todo o conhecimento daquela época apontava para a conclusão 
oposta de uma proteína, uma função. 


A INFORMAÇÃO BOMBÁSTICA DE AVERY: O DNA 
PODE TRANSPORTAR A ESPECIFICIDADE GENÉTICA 


A ideia de que o DNA poderia ser a principal molécula genética surgiu de 
forma inesperada, a partir de estudos com a bactéria causadora da pneumo- 
nia. Em 1928, o microbiologista inglês Frederick Griffith fez a surpreendente 
observação de que linhagens de bactérias não virulentas se tornavam viru- 
lentas quando misturadas a bactérias patogênicas mortas por calor. Demons- 
trou-se que tais transformações de linhagens não virulentas em virulentas 
representavam alterações hereditárias, utilizando-se descendentes das novas 
linhagens patogênicas para transformar outras bactérias não patogênicas. Isso 
levantou a possibilidade de que, quando as células patogênicas eram inati- 
vadas pelo calor, seus componentes genéticos permaneciam intactos. Além 
disso, uma vez liberados das células inativadas pelo calor, esses componen- 
tes podiam atravessar a parede celular de células receptoras vivas e sofrer 
subsequentes recombinações genéticas com o aparato genético da receptora 
(Fig. 2-1). As pesquisas subsequentes confirmaram essa interpretação genéti- 
ca. A patogenicidade reflete a ação do gene da cápsula, o qual codifica uma 
importante enzima envolvida na síntese da cápsula que contém carboidratos 
e que envolve a maioria das bactérias causadoras de pneumonia. Quando o 
alelo S (do inglês, smooth [lisol) do gene da cápsula está presente, uma cápsu- 
la, necessária para a patogênese, é formada em torno da célula (a formação de 


FIGURA 2-1 Transformação de uma característica genética de uma célula bacte- 
riana (Streptococcus pneumoniae) pela adição de células de uma linhagem genetica- 
mente diferente mortas por calor. Aqui é mostrada uma célula R recebendo um fragmento 
cromossômico contendo o gene da cápsula de uma célula $ tratada com calor. Como a maioria 
das células R recebe outros fragmentos cromossômicos, a eficiência da transformação para um 
dado gene é geralmente inferior a 1%. 
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uma cápsula também fornece uma aparência lisa às colônias formadas a partir 
dessas células). Quando o alelo R (do inglês, rough [rugoso]) desse gene está 
presente, não há formação de cápsula, as células respectivas não são patogêni- 
cas, e as colônias dessas células possuem bordas arredondadas. 

Vários anos após a observação original de Griffith, observou-se que ex- 
tratos das bactérias mortas eram capazes de induzir transformações heredi- 
tárias, e iniciou-se uma busca pela identidade química do agente transfor- 
mador. Naquela época, a grande maioria dos bioquímicos ainda acreditava 
que os genes eram proteínas. Portanto, foi uma grande surpresa quando, em 
1944, após 10 anos de pesquisas, o microbiologista norte-americano Oswald 
T. Avery e seus colegas do Rockefeller Institute, em Nova Iorque, Colin M. 
MacLeod e Maclyn McCarty, fizeram a grandiosa comunicação revelando 
que o princípio ativo genético era o DNA (Fig. 2-2). Para corroborar suas 
conclusões, havia experimentos mostrando que a atividade transformadora 
de suas frações ativas altamente purificadas era destruída pela desoxirribo- 
nuclease, uma enzima recém-purificada que degradava especificamente mo- 
léculas de DNA, reduzindo-as a seus blocos, os nucleotídeos, mas que não 
exerce nenhum efeito sobre a integridade de moléculas de proteína ou RNA. 
Em contrapartida, a adição de ribonuclease (que degrada RNA) ou de várias 
enzimas proteolíticas (que degradam proteínas) não apresentava qualquer 
influência sobre a atividade transformadora. 


Genes virais também são ácidos nucleicos 


Evidências confirmatórias igualmente importantes vieram por meio de estu- 
dos químicos com vírus e células infectadas por vírus. Em 1950, já era possível 
obter um grande número de partículas virais puras e determinar que tipo de 
moléculas estavam presentes. Esses trabalhos resultaram em uma observação 
muito importante — todos os vírus continham ácidos nucleicos. Como exis- 
tia, na época, uma percepção crescente de que os vírus continham material 
genético, questionou-se imediatamente se o componente de ácido nucleico 
seria o transportador dos genes virais. Um teste essencial dessa questão veio 
de estudos isotópicos da multiplicação de T2, um vírus de bactéria (geralmen- 
te chamado de bacteriófago, ou fago) que continha DNA e um invólucro 
protetor composto pela agregação de diversas proteínas diferentes. Nesses 
experimentos, realizados em 1952 por Alfred D. Hershey e Martha Chase, 
no Laboratório de Cold Spring Harbor, em Long Island, a capa proteica foi 
marcada com o isótopo radioativo “S e o DNA com o isótopo radioativo “P. 
O vírus marcado foi então utilizado para acompanhar o destino das proteínas 
e do ácido nucleico, à medida que o fago se replicava, particularmente para 
observar quais os átomos marcados do fago parental que entravam na célula 
hospedeira e estariam presentes mais tarde na progênie do fago. 

Esses experimentos produziram resultados bem-definidos; grande parte 
do ácido nucleico parental, mas nenhuma proteína parental, foi detectada na 
progênie do fago (Fig. 2-3). Além disso, foi possível mostrar que muito pouco 
da proteína parental entrava na célula; em vez disso, ela permanecia ligada no 
lado de fora da célula bacteriana, não desempenhando qualquer função após 
o componente de DNA ter entrado na bactéria. Esse ponto foi habilmente 
demonstrado por meio da agitação violenta da cultura de bactérias infectadas 
após a entrada do DNA; as capas proteicas foram removidas sem afetar a capa- 
cidade de formação de novas partículas fágicas. 

É possível realizar experimentos ainda mais convincentes com alguns ví- 
rus. Por exemplo, DNA purificado do vírus polioma de camundongo pode 
entrar nas células de camundongo e iniciar um ciclo de multiplicação viral, 
produzindo milhares de novas partículas de vírus polioma. Assim, a função 
principal da proteina viral é proteger e transportar seu componente genético/ 
ácido nucleico durante sua movimentação de uma célula para outra. 


cauas 
| (isa) patogênica 


pre das células 


G S 


Cfa 


DNA adicionado a células R 
+ 


caps fcap, 
célula R (rugosa) 
não patogênica 


recombinação e 
$ são celular 


haps, 


FIGURA 2-2 Isolamento de um 
agente transformador quimicamen- 
te puro. (Adaptada, com permissão, de 
Stahl FW. 1964. The mechanics of inheri- 
tance, Fig. 2.3. © Pearson Education, Inc.) 
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FIGURA 2-3 Demonstração de 
que apenas o componente de DNA 
do bacteriófago T2 carrega a infor- 
mação genética e de que a cobertu- 
ra proteica serve apenas como uma 
capa protetora. 


A DUPLA-HÉLICE 


Enquanto vários grupos investigavam a estrutura das proteínas por meio de 
análises por raios X, um pequeno número de cientistas tentava resolver o 
padrão de difração por raios X do DNA. Os primeiros padrões de difração 
foram obtidos em 1938 por William Astbury, utilizando DNA fornecido por 
Ola Hammarsten e Torbjörn Caspersson. No entanto, fotografias de difração 
de raios X de alta qualidade só foram feitas por Maurice Wilkins e Rosalind 
Franklin no início da década de 1950 (Fig. 2-4). Essas fotografias sugeriam não 
apenas que a estrutura básica do DNA era helicoidal, mas também que ela 
era composta por mais de uma cadeia polinucleotídica — duas ou três. Nessa 
mesma época, as ligações covalentes do DNA estavam sendo compreendidas 
de forma clara. Em 1952, um grupo de químicos orgânicos que trabalhava no 
laboratório de Alexander Todd mostrou que os nucleotídeos do DNA eram 
unidos por ligações fosfodiéster 3'-5' (Fig. 2-5). 

Em 1951, devido ao interesse de Linus Pauling pelo motivo proteico 
da a-hélice (que será discutido no Cap. 6), uma elegante teoria sobre a 
difração de moléculas helicoidais foi desenvolvida por William Cochran, 
Francis H. Crick e Vladimir Vand. Essa teoria permitiu testar as possíveis 
estruturas do DNA em um sistema de tentativa e erro. A solução correta, 
uma dupla-hélice complementar (ver Cap. 4), foi encontrada em 1953 por 
Crick e James D. Watson, então trabalhando no laboratório de Max Perutz 
e John Kendrew em Cambridge, no Reino Unido. A dedução da estrutura 
correta apoiou-se, em grande parte, na dedução da configuração estereo- 
química mais favorável compatível com os dados de difração de raios X de 
Wilkins e Franklin. 

Na dupla-hélice, as duas cadeias do DNA são mantidas unidas por liga- 
ções de hidrogênio (uma ligação química não covalente fraca; ver Cap. 3) 
entre pares de bases das fitas opostas (Fig. 2-6). Esse pareamento de bases é 
muito específico: a purina adenina realiza o pareamento apenas com a pi- 
rimidina timina, enquanto a purina guanina realiza o pareamento apenas 
com a pirimidina citosina. Na dupla-hélice de DNA, o número de resíduos 


FIGURA 2-4 A imagem de raios-X que permitiu a elucidação da estrutura do DNA. 
Esta fotografia, feita por Rosalind Franklin no King's College, em Londres, no inverno de 
1952-1953, confirmou a suposição de que o DNA era helicoidal. A forma de hélice é indicada 
pelo padrão de cruzamentos dos reflexos dos raios X (medido fotograficamente pelo escure- 
cimento do filme de raios X) no centro da fotografia. As regiões muito escuras no topo e na 
base revelam que as bases purina e pirimidina com 3.4-À de espessura estão regularmente 
empilhadas uma ao lado da outra, perpendicularmente ao eixo da hélice. (Reproduzida, com 
permissão, de Franklin R.E. e Gosling R.G. 1953. Nature 171: 740-741. © Macmillan.) 
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extremidade 3' 


FIGURA 2-5 Segmento de uma cadeia polinucleotídica de DNA, mostrando a 
ligação fosfodiéster 3'—5' que conecta os nucleotídeos. Grupos fosfato conectam o 
carbono 3º de um nucleotídeo ao carbono 5 do nucleotideo seguinte. 


A deve ser igual ao número de resíduos T, e o número de resíduos G e C 
devem, da mesma forma, ser iguais (ver Quadro 2-1, Regras de Chargaff). 
Como resultado, a sequência de bases das duas cadeias de uma determina- 
da dupla-hélice apresenta uma relação de complementaridade, e a sequên- 
cia de qualquer fita de DNA define, exatamente, a sequência de sua fita 
complementar. 

A descoberta da dupla-hélice revolucionou totalmente a maneira de os 
geneticistas analisarem seus dados. O gene não era mais uma entidade miste- 
riosa, cujo comportamento só poderia ser investigado por experimentos ge- 
néticos. Em vez disso, tornou-se rapidamente um objeto molecular real sobre 
o qual os químicos podiam pensar objetivamente, como o faziam a respeito 
de moléculas menores como o piruvato e o ATP. Grande parte do entusias- 
mo, entretanto, não velo simplesmente da resolução da estrutura, mas tam- 
bém da sua natureza. Antes que a resposta fosse conhecida, sempre houve a 
preocupação de que ela pudesse ser vaga, nada revelando a respeito de como 
os genes replicam e atuam. Felizmente, entretanto, a resposta foi extrema- 
mente interessante. As duas fitas entrelaçadas de estruturas complementares 
sugeriam que uma fita servia como a base específica (molde) sobre a qual a 
outra fita era sintetizada (Fig. 2-6). Se essa hipótese fosse verdadeira, então, o 
problema fundamental da replicação gênica, que intrigara os geneticistas por 
tantos anos, estaria conceitualmente resolvido. 


original original 


nova original 
FIGURA 2-6 Replicação do DNA. 


As fitas recém-sintetizadas estão repre- 
sentadas em cor de laranja. 


original nova 
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EXPERIMENTOS-CHAVE 


Quadro 2-1 Regras de Chargaff 


O bioquímico Erwin Chargaff utilizou uma técnica chamada 
"cromatografia em papel” para analisar a composição nucieo- 
tídica do DNA. Em 1949, seus dados mostraram não apenas 
que os quatro diferentes nucleotídeos não estavam presentes 
em quantidades iguais, mas também que as proporções exa- 
tas dos quatro nucleotídeos variam de uma espécie para outra 
(Quadro 2-1, Tab. 1). Esses achados abriram a possibilidade de 
que é o arranjo preciso dos nucleotídeos em uma molécula de 
DNA que confere sua especificidade genética, 

Os experimentos de Chargaff também mostraram que 
as proporções relativas das quatro bases não eram alea- 


tórias. O número de resíduos de adenina (A) em todas as 
amostras de DNA era igual ao número de resíduos de 
mina (T), e o número de resíduos de guanina (G) iguala- 
va-se ao número de resíduos de citosina (C). Além disso, 
independentemente da fonte do DNA, a proporção de 
purinas para pirimidinas era sempre aproximadamente 1 
(purinas = pirimidinas). No entanto, o significado funda- 
mental das relações A = T e G = C (regras de Chargaff) 
só foi compreendido quando se deu considerável atenção à 
estrutura tridimensional do DNA. 


QUADRO 2-1 TABELA 1 Dados que levaram à formulação das regras de Chargaff 


Adeninapara Timinapara — Adeninapara Guaninapara  Purinas para 
Fonte guanina citosina timina citosina pirimidinas. 
Gado 129 1,43 1,04 1,00 1 

Ser humano 1,56 175 1,00 1,00 10 
Galinha 145 129 1,06 0,91 0,99 
Salmão 143 1,43 1,02 1,02 1,02 
Trigo 122 118 1,00 0,97 0,99 
Levedura 1,67 1,92 1,03 1,20 10 
Haemophilus influenzae 174 1,54 1,07 0,91 10 
Escherichia coli K2 1,05 0,95 1,09 0,99 10 
Bacilo da tuberculose 04 04 109 1,08 nA 
aviária 

Serratia marcescens o7 07 0,95 0,86 09 
Bacillus schatz 07 05 112 0,89 10 


De Chargaff E. et al. 1949.3. Biol. Chem. 177: 405. 


Buscando as polimerases que sintetizam o DNA 


A prova concreta de que uma cadeia de DNA é o molde que direciona a síntese 
da cadeia de DNA complementar teve de esperar pelo desenvolvimento de sis- 
temas para a síntese de DNA em tubos de ensaio (in vitro). Estes surgiram mui- 
to mais rápido do que o previsto pelos geneticistas moleculares, cujo mundo 
até então estava bem distante do universo dos bioquímicos mais experientes 
nos procedimentos de isolamento de enzimas. Liderando o ataque bioquími- 
co à replicação do DNA estava o bioquímico americano Arthur Kornberg, que 
em 1956 havia demonstrado a síntese de DNA em extratos de bactérias livres 
de células. Durante os vários anos seguintes, Kornberg dedicou-se a mostrar 
que era necessária uma enzima polimerizadora específica para catalisar a li- 
gação dos blocos que compõem o DNA. Os estudos de Kornberg revelaram 
que os nucleotídeos componentes do DNA são precursores ricos em energia 
(dATP, dGTP, dCTP e dTTP; Fig. 2-7). Estudos adicionais identificaram um 
único polipeptídeo, a DNA-polimerase (DNA Pol I), capaz de catalisar a sín- 
tese de novas fitas de DNA. A DNA Pol I promove a união dos nucleotídeos 
precursores por meio de ligações fosfodiéster 3'-5' (Fig. 2-8). Além disso, ela 
atua apenas na presença de DNA, o qual é necessário para ditar a ordem dos 
quatro nucleotídeos no produto polinucieotídico. 

A DNA Pol I depende de um molde de DNA para determinar a sequência 
do DNA que ela está sintetizando. Isso foi primeiramente demonstrado ao per- 
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FIGURA 2-7 Nucleotídeos do DNA. As estruturas dos diferentes componentes de cada 
um dos quatro nucieotídeos são representadas. 


mitir que a enzima atuasse na presença de moléculas de DNA que continham 
quantidades variadas de pares de bases A:T e G:C. Em cada um dos casos, o pro- 
duto sintetizado enzimaticamente apresentou uma relação entre as bases seme- 
lhante à existente no DNA-molde (Tab. 2-1). Durante essa síntese em extratos 
livres de células, nenhuma síntese de proteínas ou de qualquer outra classe de 
moléculas ocorre, eliminando, definitivamente, qualquer composto que não 
seja o DNA como carregador intermediário da especificidade genética. Assim, 
não há dúvida de que o DNA é o molde que promove sua própria formação. 


Evidências experimentais sugerem que ocorre a 
separação das fitas durante a replicação do DNA 


Simultaneamente à pesquisa de Kornberg, em 1958, Matthew Meselson e 
Franklin W. Stahl, então no California Institute of Technology, realizaram 
um experimento notável, no qual separaram as moléculas-filhas de DNA e, 
ao fazer isso, mostraram que as duas fitas da dupla-hélice serão permanen- 
temente separadas uma da outra durante a replicação do DNA (Fig. 2-9). Seu 
sucesso foi, em parte, devido à utilização do isótopo pesado “N como mar- 
cador diferencial para fitas de DNA parentais e filhas. Bactérias cultivadas 
em um meio contendo o isótopo pesado “N apresentam DNA mais denso 
do que bactérias cultivadas sob condições normais com "N. O desenvolvi- 
mento de procedimentos de separação de DNA pesado e leve em gradientes 
de densidade de sais pesados, como o cloreto de césio, também contribuiu 
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FIGURA 2-8 Sintese enzimática de uma cadeia de DNA catalisada pela DNA-po- 
limerase |, Esta imagem ilustra a adição de um nucleotídeo a uma cadeia crescente de DNA 
catalisada pela DNA-polimerase. Embora a DNA-polimerase possa catalisar sozinha a síntese de 
DNA, a molécula de pirofosfato liberada na célula é rapidamente convertida em dois fosfatos 
por uma enzima chamada de pirofosfatase, tornando a reação progressiva de adição de nu- 
cieotídeos ainda mais favorável. 


para o sucesso do experimento. Quando são utilizadas forças centrífugas 
elevadas, a solução torna-se mais densa na base do tubo de centrífuga (que 
durante a centrifugação está mais distante do eixo de rotação). Quando a 
densidade da solução inicial é escolhida corretamente, as moléculas indi- 
viduais de DNA se deslocarão para a região central do tubo, onde sua den- 
sidade iguala-se à da solução salina. Nessa situação, moléculas de DNA nas 
quais ambas as fitas são inteiramente compostas por precursores “N (pesa- 
do-pesado, ou DNA HH [heavy-heavy]) formarão uma banda em uma densi- 
dade maior (mais próxima ao fundo do tubo) do que moléculas de DNA nas 
quais ambas as fitas são inteiramente compostas por precursores “N (leve- 
-leve, ou DNA LL [light-light)). Se as bactérias contendo DNA pesado forem 
transferidas para um meio leve (contendo "“N) e incubadas, os nucleotídeos 
precursores disponíveis para a utilização na síntese de DNA serão leves; as- 
sim, o DNA sintetizado após a transferência poderá ser distinguido do DNA 
sintetizado antes da transferência. 


TABELA 2-1 Comparação da composição de bases de DNAs enzimaticamente sintetizados e seus moldes de DNA 


A+T A+T 
Composição de bases do produto enzimático 6+c 6+c 
Fonte do molde de DNA Adenina Timina Guanina  Citosina No produto No molde 
Micrococcus lysodeikticus 015 0,15 035 0,35 0,41 0,39 
(uma bactéria) 
Aerobacter aerogenes 0,22 0,22 0,28 0,28 0,80 0,82 
(uma bactéria) 
Escherichia coli 025 0,25 025 025 1,00 0,97 
Timo fetal bovino 0,29 0,28 0,21 0,22 1,32 1,35 


Fago TZ 0,32 0,32 018 018 1,78 1,84 
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o DNA isolado das células é misturado a uma solução de CSCI 
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a localização das moléculas de DNA nos tubos de centrifuga 
pode ser determinada por luz ultravioleta. 


FIGURA 2-9 Uso de gradiente de cloreto de césio (CsCI) para demonstrar a sepa- 
ração de fitas complementares durante a replicação do DNA. 


Se a replicação do DNA envolver a separação das fitas, é possível prever 
a densidade das moléculas de DNA encontradas após intervalos definidos de 
multiplicação em um meio leve. Após uma geração de crescimento, todas 
as moléculas de DNA devem ser constituídas por uma fita pesada e uma fita 
leve e, dessa forma, devem apresentar uma densidade intermediária (pesada- 
-leve ou DNA HL). Esse resultado foi exatamente o que Meselson e Stahl 
observaram. Da mesma forma, após duas gerações de multiplicação, metade 
das moléculas de DNA era leve e metade híbrida, exatamente como previsto 
pela separação das fitas. É importante observar que durante o isolamento 
do DNA a partir de bactérias, ele foi quebrado em pequenos fragmentos, 
assegurando que a grande maioria do DNA fosse ou totalmente replicado ou 
não replicado. Se o genoma bacteriano inteiro tivesse sido mantido intacto, 
haveria muitas moléculas de densidade intermediária (nem HH, HL ou LL) 
que teriam sido apenas parcialmente replicadas. 

Assim, os experimentos de Meselson e Stahl mostraram que a replica- 
são do DNA é um processo semiconservativo no qual as fitas da dupla-hélice 
permanecem intactas (são conservadas) durante um processo de replicação 
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FIGURA 2-10 Três possíveis me- 
canismos para a replicação do DNA. 
Quando a estrutura do DNA foi descober- 
ta, vários modelos foram propostos para 
explicar sua replicação; três deles estão 
ilustrados aqui. Os experimentos pro- 
postos por Meselson e Stahl distinguiam 
claramente estes modelos, demonstrando 
queo DNA era replicado de maneira semi- 
conservativa. 


que distribui uma fita parental para cada uma das duas moléculas-filhas (por 
isso a partícula “semi” em “semiconservativo”). Esses experimentos derruba- 
ram outros dois modelos: os modelos de replicação conservativa e dispersiva 
(Fig. 2-10). O modelo conservativo sugeria que ambas as fitas parentais per- 
maneciam juntas e as duas fitas novas de DNA formariam uma molécula de 
DNA inteiramente nova. Nesse modelo, DNA totalmente leve deveria ser for- 
mado após uma geração celular. O modelo dispersivo, preferido por muitos, 
na época, sugeria que as fitas de DNA eram quebradas frequentemente a cada 
10 pares de bases e utilizadas para iniciar a síntese de regiðes de DNA também 
curtas. Esses pequenos fragmentos de DNA seriam subsequentemente ligados, 
formando as fitas de DNA completas. Esse modelo complexo originaria fitas 
de DNA compostas tanto por DNA parental como por DNA novo (portanto, 
não conservativo) e só produziria DNA totalmente leve após muitas gerações. 


A INFORMAÇÃO GENÉTICA DO DNA É 
DEFINIDA PELA SEQUÊNCIA DE SEUS 
QUATRO NUCLEOTÍDEOS 


A descoberta da dupla-hélice pôs fim, definitivamente, a qualquer contro- 
vérsia a respeito de o DNA ser a substância genética fundamental, Mesmo 
antes da separação das fitas na replicação ser verificada experimentalmente, 
a principal preocupação dos geneticistas moleculares voltou-se para como à 
informação genética do DNA atuava para ordenar os aminoácidos, durante a 
síntese proteica (ver Quadro 2-2, Evidência de que os genes controlam a se- 
quência de aminoácidos das proteínas). Com todas as cadeias de DNA capazes 
de formar dupla-hélice, a essência de sua especificidade genética deveria resi- 
dir nas sequências lineares de seus quatro nucleotídeos componentes. Assim, 
entendidas como entidades que contêm a informação, as moléculas de DNA 
foram então consideradas como palavras muito longas (adiante, será visto 
que hoje são consideradas mais como sentenças muito longas) compostas 
a partir de um alfabeto de quatro letras (A, G, C e T). Mesmo com apenas 
quatro letras, o número de sequências de DNA possíveis (4”, em que Né o 
número de letras na sequência) é muito, muito grande, mesmo para as me- 
nores moléculas de DNA; pode existir um número praticamente infinito de 
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mensagens genéticas diferentes. Sabe-se agora que um gene bacteriano típico 
é composto por aproximadamente 1.000 pares de bases. O número de genes 


potenciais com esse tamanho é 4", 


, um número que é ordens de magnitude 


maior do que o número de genes conhecidos em qualquer organismo. 


EXPERIMENTOS-CHAVE 


Quadro 2-2 Evidência de que os genes controlam a sequência de aminoácidos das proteínas 


A primeira evidência experimental de que os genes (DNA) 
controlam as sequências de aminoácidos veio do estudo da 
hemoglobina presente em seres humanos com a doença ge- 
nética anemia falciforme. Se um indivíduo possui o alelo $ do 
gene da B-globina (o qual codifica um dos dois polipeptídeos. 
que juntos formam a hemoglobina) em ambos os cromos- 
somos homólogos (SS), isso resulta em uma anemia grave, 
caracterizada pela forma de foice das hemácias. Se apenas 
um dos dois alelos da B-globina for do tipo $ (+5), a ane- 
mia é menos grave e as hemácias parecem ter formato quase 
normal. O tipo de hemoglobina das hemácias está correlacio- 
nado com o padrão genético. No caso do SS, a hemoglobi- 
na é anormal, caracterizada por uma solubilidade diferente 
daquela da hemoglobina normal, enquanto na condição +S, 
metade da hemoglobina é normal e metade é anormal. 
Moléculas de hemoglobina do tipo selvagem são cons- 
truídas a partir de dois tipos de cadeias polipeptídicas: ca- 
deias a e cadeias B (ver Quadro 2-2, Fig. 1). Cada cadeia 
possui uma massa molecular de cerca de 16.100 dáltons (D). 
Duas cadeias a e duas cadeias B estão presentes em cada 
molécula, dando à hemoglobina uma massa molecular de 
cerca de 64.400 D. As cadeias a e B são controladas por ge- 
nes diferentes de modo que uma mutação única afetará a 
cadeia a ou a cadeia B, mas não ambas. Em 1957, Vernon M. 
Ingram mostrou, na Cambridge University, que a hemoglo- 
bina falcêmica difere da hemoglobina normal pela mudan- 


QUADRO 2-2 FIGURA 1 Formação das hemoglobinas 
selvagem e falcêmica. (Fonte das estruturas da hemoglobi- 
na: ilustração, Irving Geis. Direitos autorais de propriedade de 
Howard Hughes Medical Institute. Não pode ser reproduzida 
sem permissão.) 


qa de um aminoácido na cadeia B: na posição 6, o resíduo 
de ácido glutâmico encontrado na hemoglobina selvagem 
é substituído por valina. Com exceção dessa alteração, toda 
a sequência de aminoácidos é idêntica nas hemoglobinas 
normal e mutante. Como essa alteração de aminoácido foi 
observada apenas em pacientes com o alelo $ do gene da 
B-globina, a hipótese mais simples é a de que o alelo $ do 
gene codifica a alteração da f-globina. Estudos posteriores. 
da sequência de aminoácidos de hemoglobinas isoladas de 
outras formas de anemia corroboraram totalmente essa 
proposta; análises de sequência mostraram que cada ane- 
mia específica é caracterizada por uma substituição única 
de aminoácido em um ponto específico ao longo da cadeia 
polipeptídica (Quadro 2-2, Fig. 2). 
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QUADRO 2-2 FIGURA 2 Resumo de algumas subs- 
tituições de aminoácidos identificadas em variantes de 
hemoglobina humanas. 
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FIGURA 2-11 Segmento de uma 
cadeia polirribonucleotídica (RNA). 
Os elementos em vermelho são diferentes 
em relação à molécula de DNA. 


O DNA não pode ser o molde que ordena diretamente 
os aminoácidos durante a síntese proteica 


Embora o DNA contenha a informação para o sequenciamento dos aminoá- 
cidos, estava claro que a dupla-hélice não poderia ser o molde para a síntese 
proteica. Experimentos mostrando que a síntese proteica ocorria em locais 
onde não havia DNA excluíam um papel direto do DNA neste processo. Em 
todas as células eucarióticas, a síntese de proteínas ocorre no citoplasma, que 
está separado do DNA cromossômico pela membrana nuclear. 

Portanto, pelo menos em células eucarióticas, uma segunda molécula 
portadora de informações que obtém sua especificidade genética a partir do 
DNA precisava existir. Essa molécula seria então transportada para o citoplas- 
ma para atuar como molde na síntese proteica. Desde o início, as atenções 
concentraram-se sobre uma segunda classe de ácidos nucleicos, ainda fun- 
cionalmente obscura, o RNA. Torbjörn Caspersson e Jean Brachet haviam 
demonstrado que o RNA localizava-se basicamente no citoplasma; e foi fácil 
imaginar fitas simples de DNA atuando como moldes para cadeias comple- 
mentares de RNA, quando não estavam servindo como molde para as fitas 
complementares de DNA. 


O RNA é quimicamente muito semelhante ao DNA 


Uma simples análise da estrutura do RNA revela como ele pode ser sinte- 
tizado a partir de um molde de DNA. Quimicamente, ele é muito seme- 
lhante ao DNA. Ele também é uma molécula longa e não ramificada, con- 
tendo quatro tipos de nucleotídeos unidos por ligações fosfodiéster 3'-5' 
(Fig. 2-11). Duas diferenças em seus grupos químicos distinguem o RNA 
do DNA. A primeira é uma discreta modificação no componente açúcar 
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(Fig. 2-12). O açúcar do DNA é a desoxirribose, enquanto o RNA contém 
ribose, idêntica à desoxirribose exceto pela presença de um grupo OH (hi- 
droxila) extra no carbono 2. A segunda diferença é que o RNA contém a 
pirimidina uracila, extremamante similar à timina, no lugar da timina do 
DNA. Apesar dessas diferenças, entretanto, os polirribonucletídeos podem 
formar hélices complementares como a dupla-hélice do DNA. Nem o gru- 
po hidroxila adicional, nem a ausência do grupo metila, encontrado na 
timina, mas ausente na uracila, afetam a capacidade do RNA de formar 
estruturas dupla-hélice, mantidas pelo pareamento de bases. Ao contrário 
do DNA, porém, o RNA é normalmente encontrado como uma molécula de 
fita simples. Caso o RNA forme hélices de dupla-fita, é provável que essas 
duplas-fitas sejam compostas por duas partes da mesma molécula de RNA 
de fita simples. 


O DOGMA CENTRAL 


No outono de 1953, a hipótese vigente era de que o DNA cromossômi- 
co funcionava como molde para a síntese de moléculas de RNA, as quais, 
subsequentemente, deslocavam-se para o citoplasma e determinavam a 
sequência dos aminoácidos nas proteínas. Em 1956, Francis Crick referiu- 
-se a esse processo de transmissão da informação genética como dogma 
central: 


duplicação (DNA ESTRE. pya HOE. proteina 


No diagrama, as setas indicam a direção proposta para o fluxo da infor- 
mação genética. A seta circundando o DNA significa que o DNA é o molde 
para a sua própria replicação. A seta entre o DNA e o RNA indica que a sin- 
tese de RNA (chamada de transcrição) é promovida a partir de um molde 
de DNA. Da mesma forma, a síntese de proteínas (chamada tradução) é 
coordenada por um molde de RNA. É importante ressaltar que as duas últimas 
setas foram apresentadas de maneira unidirecional; isto é, as sequências de 
RNA nunca são determinadas por moldes de proteinas, nem se imaginava, 
na época, que o DNA pudesse ser sintetizado a partir de um molde de RNA. 
A premissa de que as proteínas nunca servem como moldes para o RNA tem 
se mantido ao longo do tempo. Entretanto, como será visto no Capítulo 12, 
algumas vezes, as cadeias de RNA atuam como molde para a síntese de ca- 


FIGURA 2-12 Diferenças entre os 
nucleotídeos do RNA e do DNA. Um 
nucleotídeo do DNA é apresentado ao 
lado de um nucleotídeo do RNA. Todos os 
nucleotídeos do RNA possuem o açúcar 
ribose (em vez da desoximibose do DNA), 
O qual apresenta um grupo hidroxila no 
carbono 2º (representado em vermelho). 
Além disso, o RNA possui a base pirimi- 
dinica uracila em vez da timina. A uracila 
possui um hidrogênio na posição 5 do 
anel da pirimidina (representado em ver- 
melho) em vez do grupo metila encon- 
trado na timina, nesta posição, As outras 
três bases que ocorrem no DNA e no RNA 
são idênticas. 
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FIGURA 2-13  Microfotografia ele- 
trônica de ribossomos ligados ao re- 
tículo endoplasmático. Esta microfoto- 
grafia eletrônica (105.000) mostra uma 
fração de uma célula pancreática. A região 
superior direita mostra parte de uma mi- 
tocôndria e a inferior esquerda mostra um 
grande número de ribossomos (pequenos 
circulos de densidade eletrônica) ligados 
ao retículo endoplasmático. Alguns ribos- 
somos ficam livres no citoplasma; outros 
estão ligados ao retículo endoplasmático 
rugoso. (Cortesia de KR. Porter) 


deias de DNA de sequência complementar. Essa reversão do fluxo normal da 
informação corresponde a eventos muito raros, quando comparados com o 
enorme número de moléculas de RNA produzidas a partir de moldes de DNA. 
Dessa forma, o dogma central, proposto originalmente há cerca de 50 anos, 
aínda é essencialmente válido. 


Hipótese do adaptador de Crick 


No início parecia mais simples acreditar que os moldes de RNA para a sínte- 
se de proteínas eram dobrados ou moldados, criando fendas específicas para 
os 20 diferentes aminoácidos em suas superfícies externas. As fendas seriam 
formadas de maneira a permitir que apenas um determinado aminoácido en- 
caixasse ali, e desta forma o RNA forneceria a informação para ordenar os 
aminoácidos durante a síntese de proteínas. Em 1955, entretanto, Crick desi- 
ludiu-se com essa visão convencional, argumentando que isso jamais funcio- 
naria. Em primeiro lugar, os grupos químicos específicos para as quatro bases 
do RNA (A, U, G e C) deveriam interagir, predominantemente, com grupos 
solúveis em água. Na verdade, os grupos laterais específicos de vários aminoá- 
cidos (como leucina, valina e fenilalanina) demonstram uma forte preferên- 
cia por interações com grupos insolúveis em água (hidrofóbicos). Em segundo 
lugar, mesmo que de alguma forma a molécula de RNA pudesse sofrer um 
dobramento para expor superfícies hidrofóbicas, parecia improvável, naquela 
época, que um molde de RNA pudesse distinguir, com precisão, aminoácidos 
quimicamente muito semelhantes, como a glicina e a alanina ou a valina e a 
isoleucina, ambos os pares diferindo apenas pela presença de grupos metila 
(CH). Crick propôs que antes da sua incorporação às proteínas, os aminoáci- 
dos seriam ligados a moléculas adaptadoras específicas, as quais, por sua vez, 
teriam superfícies características, capazes de ligar-se especificamente às bases 
nos moldes de RNA. 


A descoberta do RNA transportador (tRNA) 


A elucidação do processo de síntese proteica necessitou do desenvolvimento 
de extratos livres de células, capazes de gerar proteínas a partir de aminoáci- 
dos precursores com o direcionamento de moléculas de RNA fornecidas. Estes 
foram efetivamente desenvolvidos pela primeira vez em 1953, por Paul C. 
Zamecnik e seus colaboradores. Os aminoácidos marcados radioativamente 
recém-disponibilizados, os quais foram utilizados para marcar as pequeníssi- 
mas quantidades de proteínas recém-sintetizadas, foram essenciais para seu 
sucesso, assim como o foram as ultracentrífugas de alta qualidade, fáceis de 
usar, para o fracionamento de seus extratos celulares. Logo, os ribossomos, 
pequenas partículas contendo RNA no citoplasma de todas as células e ativa- 
mente envolvidas na síntese proteica, foram identificados como o sítio celu- 
lar de síntese proteica (Fig. 2-13). 

Muitos anos depois, Zamecnik, então trabalhando com Mahlon B. 
Hoagland, fez a descoberta seminal de que antes de sua incorporação às pro- 
teínas, os aminoácidos são primeiramente ligados ao que hoje se chama de 
moléculas de RNA transportadores (tRNA). Os tRNAs correspondem à 
aproximadamente 10% de todo o conteúdo de RNA em uma célula (Fig. 2-14). 

Para praticamente todos os pesquisadores, com exceção de Crick, essa 
descoberta foi totalmente inusitada. Obviamente, Crick já havia especulado 
que seus supostos “adaptadores” poderiam ser cadeias curtas de RNA, uma 
vez que suas bases deveriam ser capazes de parear e “ler” os grupos de bases 
presentes nas moléculas de RNA que atuam como moldes para a síntese pro- 
teica. Como será detalhado mais adiante (Cap. 15), as moléculas de tRNA de 
Zamecnik e Hoagland são, de fato, as moléculas adaptadoras postuladas por 
Crick. Cada tRNA contém uma sequência de bases adjacentes (o anticódon) 
que se liga especificamente a sequências sucessivas de bases (códons) sobre o 
molde de RNA, durante a síntese proteica. 
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O paradoxo da aparência não específica dos ribossomos 


Os ribossomos contêm cerca de 85% do RNA celular, e como sua quantidade 
absoluta é muito aumentada em células envolvidas na síntese proteica em 
grande escala (p. ex., células do pâncreas e bactérias em fase de multiplicação 
rápida), imaginou-se, primeiramente, que o RNA ribossomal (rRNA) seria 
o molde capaz de direcionar a ordem dos aminoácidos. Mas assim que os ri- 
bossomos de Escherichia coli foram cuidadosamente analisados, várias carac- 
terísticas inquietantes emergiram. Primeiro, todos os ribossomos de E. coli, 
bem como os de todos os organismos, são compostos por duas subunida- 
des de tamanhos diferentes, cada uma delas contendo RNA, que se unem e 
se separam de maneira reversível, dependendo da concentração iônica do 
ambiente. Segundo, todas as cadeias rRNA pertencentes às subunidades pe- 
quenas apresentam tamanho semelhante (de aproximadamente 1.500 bases, 
em E. coli) e, da mesma forma, todas as cadeias rRNA das subunidades apre- 
sentam aproximadamente 3.000 bases. Terceiro, a composição de bases de 
ambas as cadeias de rRNA das subunidades pequena e grande é aproximada- 
mente a mesma (alto conteúdo G e C) em todas as bactérias, plantas e ani- 
mais conhecidos, apesar das enormes variações nas proporções AT/GC exis- 
tente em seus DNAS respectivos, Esse fato não seria esperado, se realmente 
as cadeias de rRNA fossem uma grande coleção de diferentes moldes de RNA 
produzidos a partir de um grande número de genes diferentes, Portanto, ne- 
nhum dos rRNAs, fosse o pequeno ou o grande, apresentava características 
de um molde de RNA. 


A descoberta do RNA mensageiro (mRNA) 


Células infectadas com o fago T4 forneceram um sistema ideal para encon- 
trar o verdadeiro molde. Após a infecção por esse vírus, as células param de 
sintetizar RNA de E. coli, e o único RNA sintetizado é transcrito a partir do 
DNA T4. O mais surpreendente é que além de o RNA de T4 apresentar uma 
composição de bases muito semelhante ao DNA de T4, ele não se liga às 
proteínas ribossomais que normalmente se associam ao TRNA, formando os 
ribossomos. Em vez disso, após se ligar aos ribossomos já existentes, o RNA 
de T4 se desloca através de sua superfície, posicionando suas bases de modo 
que possam se ligar aos tRNA-aminoácidos precursores apropriados para a 
síntese proteica (Fig. 2-15). Assim, o RNA de T4 ordena os aminoácidos, e é 
a tão procurada molécula que serve como molde de RNA para a síntese pro- 
teica. Visto que essa molécula carreia a informação existente no DNA até os 
ribossomos, locais da síntese proteica, ela é denominada RNA mensageiro 
(mRNA). À observação de que o RNA de T4 se liga aos ribossomos de E. coli, 
feita pela primeira vez na primavera de 1960, foi logo seguida por evidências 
obtidas em uma classe separada de RNA mensageiro em células de E. coli 
não infectadas, descartando, definitivamente, o TRNA como molécula mol- 
de. Na verdade, como será visto extensivamente no Capítulo 15, os RNAs 
componentes do ribossomo, junto com cerca de 50 proteínas ribossomais 
diferentes, atuam como fábricas para a síntese proteica, mantendo os tRNA- 
-aminoácidos precursores nas posições corretas, para que possam “ler” a in- 
formação contida nos moldes de mRNAs. 

Apenas uma pequena porcentagem do RNA celular total é mRNA. Esse 
RNA apresenta grande variação de tamanho e a composição nucleotídica ne- 
cessária para codificar as várias diferentes proteinas encontradas em uma de- 
terminada célula. Portanto, é fácil entender por que o mRNA foi inicialmente 
ignorado. Como apenas uma pequena porção do mRNA está ligada em um 
determinado momento a um ribossomo, uma única molécula de mRNA pode 
ser lida simultaneamente por vários ribossomos. A maioria dos ribossomos é 
encontrada como parte de polirribossomos (conjuntos de ribossomos tra- 
duzindo o mesmo mRNA), os quais podem conter mais de 50 unidades ribos- 
somais (Fig. 2-16). 
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FIGURA 2-14 Estrutura do tRNA 
de alanina em leveduras, determina- 
da por Robert W. Holley e seus cola- 
boradores. O anticódon deste tRNA re- 
conhece o códan para alanina no mRNA. 
Existem vários nucleosídeos modificados 
na estrutura: y = pseudouridina, T = ri- 
botimidina, DHU = 5,6-di-hidrouridina, 
1 = inosina, m'G = 1-metilguanosina, 
m'| = 1-metilinosina, e m°G = N,N-dime- 
tilguanosina 
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FIGURA 2-15 Transcrição e tradu- 
ção. Os nucleotídeos do mRNA são uni- 
dos para formar uma cópia complementar 
de uma fita de DNA. Cada grupo de três 
é um códon complementar a um grupo 
de três nucleotídeos na região do anticó- 
don de uma molécula de tRNA específica. 
Quando ocorre a pareamento de bases, 
um aminoácido carregado pela outra ex- 
tremidade da molécula de tRNA é adicio- 
nado à cadeia crescente de proteina. 


FIGURA 2-16 Diagrama de um 
polirribossomo. Cada ribossomo liga- 
“se a um sinal de início na extremidade 5º 
de uma cadeia de mRNA e sintetiza um 
polipeptídeo à medida que prossegue ao 
longo da molécula. Vários ribossomos 
podem ligar-se a uma única molécula 
de mRNA ao mesmo tempo; a estrutura 
completa é chamada de poiirribossomo. 


Síntese enzimática de RNA sobre moldes de DNA 


Ao mesmo tempo em que se descobria o mRNA, a primeira das enzimas 
que sintetizavam (ou transcreviam) RNA a partir de moldes de DNA foi in- 
dependentemente isolada nos laboratórios dos bioquímicos Jerard Hurwitz 
e Samuel B. Weiss. Denominadas RNA-polimerases, essas enzimas atuam 
somente na presença de DNA, que serve como molde para a síntese das 
cadeias de RNA de fita simples, e utilizam os nucleotídeos ATP, GTP, CTP 
e UTP como precursores (Fig. 2-17). Essas enzimas fazem o RNA utilizar os 
segmentos apropriados do DNA cromossômico como seus moldes. Evidên- 
cias diretas de que o DNA posiciona os ribonucleotídeos precursores foram 
obtidas pela observação de como a composição de bases de RNA variava 
em função da adição de moléculas de DNA com proporções variáveis de 


liberação do 
poiipeptideo 


Capítulo 2 Os Ácidos Nucleicos Transportam as Informações Genéticas 37 


sitio de adição do nucleotideo 
à fita em crescimento 


aè 


FIGURA 2-17 Sintese enzimática 
de RNA sobre um molde de DNA, ca- 
talisada pela RNA-polimerase. 


AT/GC. Em cada síntese enzimática, a razão AU/GC do RNA era aproxima- 
damente similar à razão AT/GC do DNA (Tab. 2-2). 

Durante a transcrição, somente uma das duas fitas de DNA é utilizada 
como molde para a síntese do RNA. Isso faz sentido, porque se espera que 
as mensagens transportadas pelas duas fitas, sendo complementares, porém, 
não idênticas, codifiquem polipeptídeos completamente diferentes. A síntese 
de RNA sempre ocorre em uma direção fixa, iniciando na extremidade 5' e 
terminando em um nucleotídeo da extremidade 3' (ver Fig. 2-17). 

Na época, existiam fortes evidências para o suposto deslocamento do 
RNA do núcleo, que contém o DNA, para o citoplasma, que contém os ri- 
bossomos nas células eucarióticas. Por meio da breve exposição de células à 
precursores marcados radioativamente, seguida da adição de uma quantidade 
grande de aminoácidos não marcados (um experimento de “pulso e caça”), 
ocorre a marcação do mRNA sintetizado durante essa curta “janela”. Esses 
estudos mostraram que o mRNA é sintetizado no núcleo. Após uma hora, 
maior parte desse RNA já deixou o núcleo, podendo ser observado no cito- 
plasma (Fig. 2-18). 


Estabelecimento do código genético 


Dada a existência de 20 aminoácidos e apenas quatro bases, grupos de nucleo- 
tídeos deveriam, de alguma forma, especificar um determinado aminoácido. 
Grupos de dois, entretanto, especificariam apenas 16 (4 X 4) aminoácidos. As- 
sim, a partir de 1954, quando se começou a pensar seriamente sobre o código 
genético, a atenção foi voltada para trincas (grupos de três) e como essas trin- 
cas poderiam atuar, mesmo que fornecessem mais permutações (4 X 4 X 4) 
do que o necessário, caso cada aminoácido fosse especificado por uma única 
trinca. O pressuposto de colinearidade foi então muito importante. Ele ar- 
gumentava que grupos de nucleotídeos sucessivos ao longo de uma cadeia 


TABELA 2-2 Comparação da composição de bases de RNAs enzimaticamente sintetizados com a composição de bases de 
seus moldes de DNA de dupla-hélice 


A+U A+T 

Composição de bases do RNA GFC G+C 

Fonte do DNA-molde Adenina  Uracila  Guanina  Citosina Observado No DNA 
kri 0,31 0,34 018 0,17 1,86 1,84 
Timo fetal bovino 0,31 0,29 019 0,21 1,50 1,35 
Escherichia coli 0,24 0,24 0,26 0,26 0,92 0,97 
Micrococcus lysodeikticus 017 0,16 033 0,34 0,49 0,39 


(uma bactéria) 
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FIGURA 2-18 Demonstração de 
que o RNA é sintetizado no núcleo 
e transportado para o citoplasma. 
(Imagem superior) Autorradiografia de 
uma célula (Tetrahymena) exposta à citidi- 
na radioativa por 15 minutos. Sobreposta 
a uma fotografia de uma fina secção da 
célula está uma fotografia de uma emul- 
são de prata exposta. Cada ponto escuro 
representa a origem de um elétron emi- 
tido a partir de um átomo de 'H (tritio) 
que foi incorporado ao RNA, Quase todo 
o RNA recém-sintetizado é encontrado no 
núcleo. (imagem inferior) Autorradiogra- 
fia de uma célula semelhantemente ex- 
posta à citidina radioativa por 12 minutos 
e cultivada por 88 minutos na presença de 
citidina não radioativa. Praticamente toda 
a marcação incorporada no RNA nos pri- 
meiros 12 minutos deixou o núcleo e mi- 
grou para o citoplasma. (Cortesia de D.M. 
Prescott, University of Colorado Medical 
School; reproduzida, com permissão, de 
Prescott D.M. 1964. Progr. Nucleic Acid 
Res. Mol. Biol. 3: 35. © Elsevier.) 


TABELA 2-3 O código genético 
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de DNA codificavam aminoácidos sucessivos ao longo de uma determinada 
cadeia polipeptídica. Uma elegante análise mutacional em proteínas bacte- 
rianas, realizada no início da década de 1960 por Charles Yanofsky e Sydney 
Brenner, mostrou que a colinearidade de fato existe. Igualmente importan- 
tes foram as análises feitas por Brenner e Crick, que em 1961 relataram pela 
primeira vez que grupos de três nucleotídeos eram usados para especificar 
aminoácidos individuais. 

A exata correspondência entre os grupos específicos de três bases (có- 
dons) e os aminoácidos específicos somente seria descoberta por meio de 
análises bioquímicas. O grande avanço aconteceu em 1961, quando Marshall 
Nirenberg e Heinrich Matthaei, então trabalhando juntos, observaram que a 
adição do polinucieotídeo sintético poli U (UUUUU...) a um sistema livre de 
células capaz de sintetizar proteínas resultava na síntese de cadeias polipeptí- 
dicas contendo apenas o aminoácido fenilalanina. Os grupos de nucleotídeos 
UUU, assim, devem especificar fenilalanina. O uso de polinucleotídeos cada 
vez mais complexos como RNAs mensageiros sintéticos levou à rapida iden- 
tificação de outros códons. Particularmente importante para completar o có- 
digo foi o uso de polinucieotídeos como AGUAGU, sintetizados pelo químico 
orgânico Har Gobind Khorana. Esses polinucleotídeos adicionais foram fun- 
damentais para testar novos conjuntos de códons específicos. A finalização 
do código, em 1966, revelou que 61 dos 64 possíveis grupos permutáveis cor- 
respondiam a aminoácidos, com a maioria dos aminoácidos sendo codificada 
por mais de uma trinca de nucleotídeos (Tab. 2-3). 


ESTABELECIMENTO DA DIREÇÃO DA SÍNTESE PROTEICA 


Uma vez determinada, a natureza do código genético gerou outras questões 
sobre como uma cadeia polinucleotídica comanda a síntese de um polipep- 
tídeo. Como foi visto até agora e será discutido em mais detalhes no Capi- 
tulo 9, as cadeias polinucleotídicas (DNA e RNA) são sintetizadas por adição 
à extremidade 3' da cadeia crescente (crescimento na direção 5'—>3'). Mas, 
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e quanto à cadeia polipeptídica em crescimento? Ela é montada na direção 
aminoterminal para carboxiterminal, ou na direção oposta? 

Esta questão foi respondida com o uso de um sistema de síntese de pro- 
teínas livre de células semelhante ao utilizado para identificar os códons dos 
aminoácidos. Em vez de fornecer mRNAs sintéticos, no entanto, os pesquisa- 
dores forneceram mRNA de B-globina para direcionar a síntese de proteínas. 
Alguns minutos após o início da síntese proteica, esse sistema foi tratado 
com um aminoácido radioativo por alguns segundos (tempo menor que o 
necessário para a síntese completa de uma cadeia de globina) e, logo após, 
a síntese proteica foi interrompida. Essa técnica de marcação radioativa por 
um breve período é conhecida como marcação pulsada. À seguir, as ca- 
deias de -globina que tiveram seu crescimento concluído durante o período 
da marcação pulsada foram separadas das cadeias incompletas por eletrofo- 
rese em gel (Cap. 7). Assim, todas as proteínas analisadas teriam completado 
a sua síntese na presença de precursores radioativamente marcados. Os po- 
lipeptídeos completos foram tratados com a protease tripsina, uma enzima 
que cliva proteínas em sítios específicos da cadeia polipeptídica, gerando, 
assim, uma série de fragmentos peptídicos. Na etapa final do experimento, 
foi medida a quantidade de radioatividade incorporada em cada fragmento 
peptídico (Fig. 2-19). 

Como nesse experimento todas as proteínas concluíram sua síntese na 
presença de precursores radioativos, os peptídeos a serem sintetizados por 
último terão a maior densidade de precursores radioativamente marcados 
(Fig. 2-19a). Em contrapartida, peptídeos com menor quantidade de aminoá- 
cidos radioativos (normalizados pelo tamanho do peptídeo) seriam derivados 
de regiões da proteína B-globina que foram primeiramente sintetizadas. Os 
pesquisadores observaram que a marcação radioativa foi menor nos peptídeos 
da região aminoterminal da globina e maior para peptídeos da região carboxi- 
terminal (Fig. 2-19b). Isso levou à conclusão de que a síntese proteica ocorre 
na direção da extremidade amino para a extremidade carboxiterminal. Em 
outras palavras, novos aminoácidos são adicionados à extremidade carboxila 
da cadeia polipeptídica crescente. 
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FIGURA 2-19 Incorporação de 
aminoácidos marcados radioativa- 
mente em uma cadeia polipeptídica 
crescente. (a) Distribuição da radioativi- 
dade (representada em azul) entre cadeias 
concluídas após um curto período de mar- 
cação. Os sítios de clivagem de tripsina da 
proteina B-globina estão indicados por 
setas vermelhas. (b) A incorporação de 
marcação normalizada pelo tamanho de 
cada peptídeo é plotada como função da 
posição do peptídeo na cadeia completa. 
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Sinais de início e de término também 
são codificados no DNA 


Inicialmente, imaginou-se que a tradução de uma molécula de mRNA co- 
meçaria em uma extremidade e terminaria quando a mensagem inteira no 
mRNA tivesse sido decifrada em aminoácidos. Na verdade, porém, a tra- 
dução inicia e termina em posições internas do mRNA. Assim, deve haver 
sinais no DNA (e nos mRNAs produzidos) para iniciar e terminar a tradução. 
Os primeiros a serem desvendados foram os sinais de parada ou término. 
Três códons distintos (UAA, UAG e UGA), inicialmente conhecidos como 
códons sem sentido (nonsense codons), não promovem a adição de ami- 
noácidos específicos. Ao contrário, esses códons atuam como sinais de pa- 
rada da tradução (algumas vezes chamados de códons de terminação ou de 
término). A maneira como os sinais de início da tradução são codificados é 
mais complexa. Todas as cadeias polipeptídicas são iniciadas pelo aminoá- 
cido metionina, mas a trinca (AUG) que codifica essas metioninas iniciais 
também codifica os resíduos de metionina localizados em posições internas 
da proteína. Em procariotos, os códons AUG que iniciam novas cadeias po- 
lipeptídicas são precedidos por blocos específicos de nucleotídeos ricos em 
purinas que servem para ligar o mRNA nos ribossomos (ver Cap. 15). Em eu- 
cariotos, a posição do AUG em relação ao início do mRNA é o determinante 
essencial, com o primeiro AUG sempre sendo selecionado como o sítio de 
início da tradução. 


A ERA DA GENÔMICA 


Com a elucidação do dogma central, tornou-se claro, em meados da década 
de 1960, como a matriz genética representada pela sequência nucleotídica 
poderia determinar o fenótipo. Essa constatação significa que informações 
essenciais em relação à natureza das coisas vivas e a sua evolução podem ser 
reveladas a partir das sequências de DNA. Nos últimos anos, o surgimen- 
to de métodos rápidos e automatizados para o sequenciamento do DNA 
permitiu a determinação de sequências genômicas completas de centenas 
de organismos. Até mesmo o genoma humano, que em uma única cópia 
é composto por mais de 3 bilhões de pares de bases, foi desvendado e de- 
monstrou conter mais de 20 mil genes. O sequenciamento dos genomas de 
vários organismos tornou muito útil a análise comparativa de sequências 
genômicas. Ao comparar as sequências de aminoácidos preditas codificadas 
por genes semelhantes de diferentes organismos, pode-se frequentemente 
identificar regiões importantes de uma proteína. Por exemplo, os aminoáci- 
dos nas DNA-polimerases que são essenciais para a ligação ao nucleotídeo a 
ser incorporado ou que catalisam diretamente a adição do nucleotídeo são 
bastante conservados nas DNA-polimerases de vários organismos diferentes, 
De maneira semelhante, os aminoácidos que são importantes para o funcio- 
namento da DNA-polimerase em bactérias mas não em células eucarióticas 
serão conservados apenas nas sequências de aminoácidos preditas pelas se- 
quências genômicas de bactérias. 

A comparação de diferentes genomas também pode oferecer informações 
importantes a respeito de sequências de DNA que não codificam proteínas. 
A identificação de sequências que dirigem a expressão gênica, a replicação do 
DNA, a segregação cromossômica e a recombinação pode ser facilitada pela 
comparação de sequências genômicas. Como essas sequências reguladoras 
tendem a divergir mais rapidamente, essas comparações são geralmente fei- 
tas entre espécies intimamente relacionadas (p. ex., entre diferentes bactérias 
ou entre seres humanos e outros primatas). O valor das comparações entre 
espécies relacionadas levou a esforços para sequenciar os genomas de orga- 
nismos de relação próxima com organismos-modelo bem-estudados, como 
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a mosca-da-fruta Drosophila melanogaster, a levedura Saccharomyces cerevisiae, 
ou vários primatas. 

A genômica comparativa entre diferentes indivíduos do mesmo orga- 
nismo tem o potencial de identificar mutações que levam a doenças. Por 
exemplo, esforços recentes levaram ao desenvolvimento de métodos para 
comparar rapidamente as sequências de uma fração do genoma humano 
entre vários indivíduos diferentes, em um esforço para identificar genes 
de doenças. Finalmente, é possível antever o dia em que as análises de ge- 
nômica comparativa revelarão informações fundamentais da origem de 
comportamentos humanos complexos, como a aquisição da linguagem, 
bem como mecanismos subjacentes à diversificação evolutiva dos planos 
corporais animais. 

O objetivo dos capítulos seguintes é fornecer uma base sólida para o enten- 
dimento do funcionamento do DNA como molde para a complexidade bioló- 
gica. Os capítulos da Parte 2 revisam a química básica e as estruturas bioquími- 
cas relevantes para os principais temas deste livro. O capítulo final da Parte 2 
apresenta várias técnicas de laboratório comumente utilizadas para investigar 
estruturas e problemas biológicos. Os capítulos iniciais da Parte 3, Manutenção 
do genoma, descrevem a estrutura do material genético e a exatidão de sua 
duplicação. Os capítulos seguintes apresentam os processos que fornecem um 
meio para gerar variação genética bem como o reparo de regiões danificadas do 
genoma. A Parte 4, Expressão do genoma, mostra como as instruções genéticas 
contidas no DNA são convertidas em proteinas. A Parte 5, Regulação, descreve 
as estratégias para a atividade gênica diferencial utilizadas para gerar a comple- 
xidade dos organismos (p. ex., embriogênese) e a diversidade entre os organis- 
mos (p. ex., evolução). O último capítulo da Parte 5, sobre biologia de sistemas, 
apresenta abordagens interdisciplinares para investigar níveis mais complexos 
da organização biológica, e um apêndice descreve vários organismos-modelo 
que têm servido como importantes sistemas experimentais para revelar padrões 
biológicos gerais em vários organismos diferentes. 


RESUMO 


A descoberta de que o DNA é o material genético pode ser 
rastreada até os experimentos realizados por Griffith, que de- 


uma enzima que utiliza DNA de fita simples como molde para 
a síntese de uma fita complementar. 


monstraram que linhagens de bactérias não virulentas pode- 
riam ser geneticamente transformadas com uma substância de- 
rivada das linhagens patogênicas inativadas pelo calor. Avery, 
McCarty e MacLeod, subsequentemente, demonstraram que a 
substância transformante era o DNA. Evidências adicionais de 
que o DNA é o material genético foram obtidas por Hershey e 
Chase, em experimentos com bacteriófagos marcados radioa- 
tivamente. Com base nas regras de Chargaff e nos estudos de 
difração por raios X de Franklin e Wilkins, Watson e Crick pro- 
puseram a estrutura de dupla-hélice do DNA. Nesse modelo, 
duas cadeias polinucleotídicas estão enroladas uma ao redor 
da outra, formando uma dupla-hélice regular. As duas cadeias 
da dupla-hélice são mantidas unidas por ligações de hidrogê- 
nio entre os pares de bases. A adenina está sempre ligada à 
timina, e a guanina está sempre ligada à citosina. A existência 
do pareamento de bases significa que as sequências de nucleo- 
tídeos ao longo das duas cadeias não são idênticas, mas sim, 
complementares. A descoberta dessa relação sugeriu um meca- 
nismo para a replicação do DNA, no qual cada fita atua como 
um molde para a síntese de sua fita complementar. A prova 
dessa hipótese veio (a) da observação de Meselson e Stahl de 
que as duas fitas de cada dupla-hélice são separadas a cada ci- 
clo de replicação do DNA, e (b) da descoberta de Kornberg de 


Como foi visto, de acordo com o “dogma central”, o flu- 
xo da informação segue do DNA para RNA para proteína. Essa 
transmissão é alcançada em duas etapas. Na primeira, o DNA 
é transcrito em um intermediário de RNA (RNA mensageiro) 
e, depois, o mRNA é traduzido em proteína. A tradução do 
mRNA necessita de moléculas de RNA adaptadoras, chamadas 
de tRNAs. A característica mais importante do código genético 
é que cada trinca, ou códon, é reconhecido por um tRNA, o 
qual está associado a um aminoácido correspondente. Dos 64 
códons possíveis (4 X 4X 4), 61 são utilizados para especificar 
os 20 aminoácidos que compõem as proteínas, e três são uti- 
lizados como sinais para a terminação da cadeia. O conheci- 
mento do código genético permite predizer as sequências que 
codificam as proteinas a partir da sequência de DNA. O sur- 
gimento de métodos de sequenciamento rápido levou-nos à 
nova era da genômica, na qual sequências completas de ge- 
nomas de uma grande variedade de organismos estão sendo 
determinadas, incluindo os seres humanos. A comparação de 
sequências genômicas oferece um método poderoso para iden- 
tificar regiões essenciais do genoma que codificam não apenas 
elementos importantes das proteínas, mas também regiões re- 
guladoras que controlam a expressão de genes e a duplicação 
do genoma. 
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Para respostas de questões de número par, ver Apêndice 2: Respostas. 


Questão 1. Avery, MacLeod e McCarty concluíram que o 
DNA continha a informação genética para transformar Strepto- 
coccus pneumoniae R (rugoso) não patogênico em S. pneumoniae 
S (liso) patogênico. Explique a lógica experimental por trás do 
tratamento da fração purificada ativa com desoxirribonuclea- 
se, ribonuclease ou enzimas proteolíticas. 


Questão 2. No experimento de Hershey-Chase de 1952 
(Fig. 2-3), explique por que a proteina é marcada com “Seo 
DNA é marcado com “P. É possível fazer a marcação inversa 
(DNA com “S e proteina com “P)? 


Questão 3. 
A. Considerando os dados de Chargaff no Quadro 2-1, expli- 


que como os dados humanos ajudaram a refutar a ideia 
quea timina pareia com a citosina no DNA dupla-fita. 
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B. Se Chargaff coletasse apenas os dados de E. coli K2, você 
teria condições de refutar com segurança que a timina pa- 
reia com a citosina no DNA dupla-fita? Explique por que 
ou por que não. 


Questão 4. Descreva as diferenças estruturais entre uma 
base, um nucleosídeo e um nucleotídeo (que são válidas para 
qualquer base). 


Questão 5. Revise os dados da Tabela 2-1. Justifique como 
os dados experimentais para Aerobacter aerogenes corroboram a 
hipótese de que uma DNA-polimerase utiliza um molde para di- 
recionar a síntese de DNA novo com uma sequência específica. 


Questão 6. 

A. Usando a mesma configuração experimental do experi- 
mento original de Meselson e Stahl (ver Figs. 2-9 e 2-10), 
deduza as bandas (pesada, leve e/ou intermediária) que 
você observaria após um ciclo de replicação se a DNA-po- 
limerase replicasse o genoma bacteriano pelo modelo de 
replicação dispersiva. 

B. Usando a mesma configuração experimental do experimen- 
to original de Meselson e Stahl, deduza as bandas (pesada, 
leve e/ou intermediária) que você observaria após um ciclo 
de replicação se a DNA-polimerase replicasse o genoma bac- 
teriano pelo modelo de replicação conservativa. 

C. Quantos ciclos de replicação o experimento original de 
Meselson e Stahl incluiu para distinguir entre os três mo- 
delos de replicação (dispersiva, conservativa, semiconser- 
vativa)? Explique sua resposta. 


Questão 7. Revise o Quadro 2-2. Explique como Vernon 
Ingram usou o alelo $ e a anemia falciforme para fornecer evi- 
dências de que os genes codificam proteínas, 


Questão 8. Descreva várias propriedades gerais do RNA que 
forneceram pistas de que o RNA intermediava as informações 
genéticas do DNA e da sequência de aminoácidos nas proteínas. 


Questão 9. Forneça justificativas de que o rRNA não dita a 
sequência de aminoácidos na síntese de proteínas. 


Questão 10. Como a formação de polirribossomos é vanta- 
josa para a expressão de uma proteína específica? 


Questão 11. Usando o código genético dado na Tabela 2-3, 
cite o(s) aminoácido(s) produzido(s) a partir do molde AGUAGU 
usando um sistema de tradução livre de células. 


Questão 12. Descreva as etapas do Dogma Central. Liste 
onde cada etapa ocorre na célula. Para cada seta, cite o processo 
que a seta representa e a principal enzima (complexo) respon- 
sável pela conclusão da etapa. Cite a(s) etapa(s) na(s) qual(is) 
o mRNA, o tRNA e o rRNA exercem um dado papel e descreva 
brevemente o papel de cada um na(s) etapa(s) que você citou. 


Questão 13. 
A. Revise o experimento e os dados apresentados na Figura 
2-19, Em termos de configuração experimental, explique 


por que os valores para radioatividade por comprimento 
de peptídeo não são iguais para cada pepetídeo completo 
isolado. 

B. Deduza como os dados apresentados no gráfico muda- 
riam se o passo de clivagem com tripsina não ocorresse. 

C. Deduza como os dados apresentados no gráfico muda- 
riam se as proteinas fossem traduzidas no sentido carbo- 
xiterminal para aminoterminal. Explique por que você 
veria essa mudança. 


Questão 14. Tissiêres e Hopkins estudaram a relação entre o 
DNA e a sintese de proteínas. Em um experimento, eles medi- 
tam a incorporação de aminoácidos nas proteinas na presença da 
enzima desoxirribonuclcase (DNase). Eles incubaram um extrato 
bruto de E, coli com concentrações variadas de DNase por 10 mi- 
nutos antes de adicionar os componentes necessários para a rea- 
ção de síntese de proteína incluindo alanina marcada com “C, A 
quantidade de radioatividade incorporada está representada por 
cpm (contagens por minuto) nos dados resumidos a seguir. 


DNAse (ag/ml) o 1 s 10 20 50 
cpm 83 334 372 364 386 426 
Inibição (%) 59 54 55 53 48 


A. Qual é o efeito da adição de DNase na síntese de protei- 
nas? 

B. Considerando o que você conhece a respeito do dogma 
central, explique por que a adição de DNase causa o efeito 
observado na incorporação de aminoácidos. 


Dados adaptados de Tissiêres e Hopkins (1961. Proc, Natl. 
Acad. Sci. 47: 2015-2023). 


Questão 15. Audrey Stevens mediu a incorporação de ADP 
marcado com “P ou ATP marcado com “P ao RNA. Ele adi- 
cionou várias misturas de nucleotídeos a um extrato de E. coli 
que catalisou a síntese de RNA. Os componentes adicionados 
por reação estão listados na tabela a seguir. A radioatividade 
observada incorporada no RNA está listada em termos de cpm 
(contagens por minuto). 


com 
Componentes da reação adicionados. incorporada 


ATP 790 
ATP, UTP. CTP. GTP 3.920 
ADP 690 


ADP. UDP, CDP, GDP 1.800 


A. Com base em seu conhecimento deste capítulo e nos da- 
dos fornecidos, qual é a enzima presente no extrato de 
E. coli? 

B. Por que você acha que a segunda reação possui o maior 
valor de cpm comparado às outras reações? 


Dados adaptados de Stevens (1960. Biochem. Biophys. Res. 
Commun. 3: 92-96). 


Esta página foi deixada em branco intencionalmente. 
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PARTE 2 É DEDICADA À ESTRUTURA das macromoléculas, à química subja- 
cente a estas estruturas e aos métodos pelos quais estas moléculas são 
estudadas. 

A química básica apresentada no Capítulo 3 foca na natureza das ligações 
químicas — fracas e fortes -, descrevendo suas funções na biologia. A discussão 
começa com interações químicas fracas, isto é, ligações de hidrogênio, forças 
de van der Waals e interações hidrofóbicas. Essas forças promovem a maioria 
das interações entre as macromoléculas — entre proteínas, ou entre proteínas 
e DNA, por exemplo. As ligações fracas são fundamentais para a atividade 
e regulação da maioria dos processos celulares. Dessa maneira, as enzimas 
ligam-se aos seus substratos utilizando interações químicas fracas; e os regula- 
dores transcricionais ligam-se a sítios no DNA para ativar ou silenciar genes, 
utilizando o mesmo tipo de ligações. 

As interações fracas individuais são, de fato, muito fracas e, portanto, dis- 
sociam-se rapidamente após a sua formação. Essa reversibilidade é importante 
para a sua função biológica. Dentro das células, as moléculas devem interagir 
de maneira dinâmica (reversível) ou todo o sistema seria comprometido. Ao 
mesmo tempo, certas interações precisam ser estáveis, pelo menos em curto 
prazo. Para acomodar essas demandas aparentemente conflitantes, múltiplas 
interações fracas tendem a ser utilizadas em conjunto. 

Então, nossa atenção será para as ligações fortes - ligações que mantêm 
unidos os componentes que constituem cada macromolécula. Dessa maneira, 
as proteínas são compostas por aminoácidos em uma sequência específica 
unidos por ligações fortes, e o DNA é composto por nucleotídeos ligados de 
forma semelhante. (Os átomos que compõem os aminoácidos e os nucleotí- 
deos também são unidos por ligações fortes.) 

O Capítulo 4 explora a estrutura do DNA em nível atômico, desde a qui- 
mica de suas bases, até as interações de pareamento de bases, e outras forças 
que mantêm as duas fitas unidas. Portanto, vê-se como as ligações fortes e 
fracas são essenciais para atribuir suas propriedades à molécula e, assim, defi- 
nir suas funções. O DNA está, com frequência, topologicamente restrito, e o 
Capítulo 4 considera os efeitos biológicos dessas limitações, juntamente com 
as enzimas que alteram sua topologia. 

O Capítulo 5 explora a estrutura do RNA. Apesar da grande semelhança 
química com o DNA, o RNA tem características e propriedades estruturais dis- 
tintas, próprias, incluindo sua incrível capacidade de atuar como catalisador 
em vários processos celulares, tema que será retomado em capítulos posterio- 
res do livro. A capacidade do RNA de codificar informações (como o DNA) e 
atuar como enzima (assim como muitas proteínas) conferiu a ele um papel 
fascinante na evolução inicial da vida, assunto que é tratado novamente no 
Capítulo 17. 

No Capítulo 6, vê-se como as ligações fortes e fracas em conjunto for- 
necem às macromoléculas estruturas tridimensionais distintas (conferindo, 
assim, suas funções específicas). Da mesma maneira que as ligações fracas 
promovem interações entre as macromoléculas, elas também atuam, por 
exemplo, entre aminoácidos não adjacentes dentro de uma determinada pro- 
teína. Ao fazer isso, essas ligações determinam a conformação tridimensional 
da cadeia primária de aminoácidos. 

Também se considera, no Capítulo 6, como as proteínas interagem umas 
com as outras e com outras macromoléculas, em particular o DNA e o RNA; 
como será visto em várias situações ao longo deste livro, as interações entre 
proteínas e ácidos nucleicos estão no centro da maioria dos processos e da 
regulação. Será considerado, ainda, como a função de uma proteina pode ser 
controlada. Um modo de fazer isso é a alteração da forma da proteína, um 
mecanismo chamado de regulação alostérica. Assim, em uma conformação, 
uma determinada proteína realiza uma função enzimática específica ou liga- 
-se a uma molécula-alvo específica. Em outra conformação, entretanto, ela 
pode perder essa capacidade. Tal modificação na forma pode ser provocada 
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pela ligação de outra proteína ou de uma molécula pequena, como um açú- 
car. Em outros casos, um efeito alostérico pode ser induzido por uma mo- 
dificação covalente. Por exemplo, a ligação de um ou mais grupos fosfato a 
uma proteína pode provocar alteração na conformação dessa proteina. Outra 
maneira pela qual uma proteína pode ser controlada é pela regulação de seu 
contato com uma molécula-alvo. Dessa maneira, uma determinada proteina 
pode ser recrutada para atuar em diferentes proteínas-alvo em resposta a dì- 
ferentes sinais. 

A Parte 2 é finalizada com um capítulo (Cap. 7) que descreve várias das 
principais técnicas de biologia molecular. Estas são as técnicas amplamente 
utilizadas em estudos de ácidos nucleicos e proteínas, como demonstrado 
ao longo deste livro. Métodos e técnicas adicionais - geralmente mais espe- 
cializados para determinados problemas - são apresentados em capítulos in- 
dividuais, mas os reunidos no Capítulo 7 constituem o conjunto principal 
amplamente utilizado em biologia molecular. 


FOTOGRAFIAS DOS ARQUIVOS DO COLD 
SPRING HARBOR LABORATORY 
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Joan Steitz e Fritz Lipmann, 1969 Simpósio sobre o mecanismo 
de síntese proteica. A pesquisa de Steitz tem como focos a es- 
trutura e a função de moléculas de RNA, sobretudo as envolvidas 
no processamento do RNA (Cap. 14), e ela foi uma das autoras da 
quarta edição deste livro. Lipmann demonstrou que o grupo fos- 
fato de alta energia do ATP é a fonte de energia que dirige vários 
processos biológicos (Cap. 3). Por esse trabalho, ele dividiu com 
Hans Krebs, em 1953, o Prêmio Nobel de Fisiologia ou Medicina. 


Stephen Harrison e Don Wiley, 1999 Simpósio sobre sinalização 
e expressão gênica no sistema imunológico. Estes dois biólogos 
estruturais dividiram o mesmo laboratório, em Harvard, durante 
muitos anos, realizando projetos independentes e, às vezes, sobre- 
postos. Ambos estavam interessados em infecção viral. O grupo de 
pesquisa de Harrison foi o primeiro a determinar a estrutura atô- 
mica de uma partícula viral intacta; Wiley foi reconhecido por seu 
trabalho sobre os complexos entre a hemaglutinina de influenza e 
o MHC. Harrison, que escreveu o novo capítulo sobre estrutura de 
proteinas para esta edição (Cap. 6), também determinou, em cola- 
boração com Mark Ptashne, a primeira estrutura de um complexo. 
proteina:DNA sequência-específico. 
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Werner Arber e Daniel Nathans, 1978 Simpósio sobre 
DNA: replicação e recombinação. Estes dois pesquisado- 
res dividiram com Hamilton O. Smith o Prêmio Nobel de 
Fisiologia ou Medicina, em 1978, pelo trabalho de caracte- 
rização das enzimas de restrição tipo Il e sua aplicação na 
análise molecular do DNA (Cap. 7). Esta foi uma das desco- 
bertas essenciais para o desenvolvimento da tecnologia de 
DNA recombinante, no início da década de 1970. 


Kary Mullis, 1986 Simpósio sobre a biologia molecular 
do Homo sapiens. Mullis (à direita) inventou a reação 
em cadeia da polimerase (PCR), uma das técnicas cen- 
trais da biologia molecular (Cap. 7), pela qual ganhou 
o Prêmio Nobel de Química em 1993. Aqui, ele foi foto- 
grafado com Maxine Singer (no centro), mais conhecida 
como a escritora e administradora que escreveu vários 
livros sobre genética (geralmente, junto com Paul Berg) 
e que recebeu a National Medal of Science em 1992. 
À esquerda, está Georgii Georgiev, o editor fundador do 
Russian Journal of Developmental Biology. 


Paul Berg, 1963 Simpósio 
sobre síntese e estrutura de 
macromoléculas. Berg foi um 
pioneiro na construção de mo- 
léculas de DNA recombinante in 
vitro, trabalho que resultou no 
Prêmio Nobel de Química, com- 
partilhado por ele em 1980. 


Hamilton O. Smith, 1984 Simpósio 
sobre recombinação em nível de 
DNA. Smith compartilhou o Prêmio 
Nobel de Fisiologia ou Medicina de 
1978 com Werner Arber e Daniel 
Nathans, pela descoberta e carac- 
terização das enzimas de restrição 
tipo Il (Cap. 7). Posteriormente, 
Smith trabalhou com Craig Venter 
e esteve envolvido em projetos que 
foram desde o sequenciamento 
do primeiro genoma bacteriano 
(Haemophilus influenzae) até a cria- 
são de genomas sintéticos (Cap. 17). 


Leroy Hood e J. Craig Venter, 1990 En- 
contro sobre mapeamento e sequencia- 
mento genômicos. Hood inventou o se- 
quenciamento automatizado, construindo 
sua primeira máquina em meados da déca- 
da de 1980. Mais tarde, foi Venter quem 
tirou a maior vantagem do sequenciamen- 
to automatizado: ao combinar o poder de 
sequenciamento dessas máquinas com a 
estratégia de shotgun, ele acelerou muito 
o sequenciamento de genomas inteiros, in- 
cluindo o genoma humano (Cap. 7). 
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Albert Keston, Sidney Udenfriend e Frederick Sanger, 
1949 Simpósio sobre aminoácidos e proteinas. Keston 
= o inventor das fitas de teste para detecção da glicose 
— e Udenfriend — desenvolvedor de triagens e testes para 
antimali -~ estão aqui apresentados juntamente com 
Sanger, a única pessoa a ganhar dois Prêmios Nobel de 
Química, O primeiro, em 1958, foi pelo desenvolvimento 
de um método para determinar a sequência de aminoá- 
cido de uma proteina; o segundo, 22 anos depois, foi pelo 
desenvolvimento do método primário de sequenciamento 
do DNA (Cap. 7). Além da conquista tecnológica óbvia, a 
determinação de que uma proteína possui uma sequência 
definida revelou pela primeira vez que ela provavelmente 
teria também uma estrutura definida. 


Francis S. Collins e Maynard V. Olson, 1992 Encontro 
sobre mapeamento e sequenciamento genômicos. 
Collins foi um dos primeiros “caçadores de genes”, encon- 
trando o tão procurado gene da fibrose cística em 1989. 
Em 1993, ele assumiu o cargo, até então ocupado por 
James Watson, de diretor do National Center for Human 
Genome Research e hoje, é diretor do National Institutes 
of Health. Aqui, ele ouve Olson em frente a um pôster 
sobre cromossomos artificiais de levedura (YACs), vetores 
que Olson havia criado alguns anos antes e que permiti- 
ram um salto de 10 vezes no tamanho de fragmentos de 
DNA que podiam ser clonados na época (Cap. 7). 


Eric S. Lander (falando), 1986 Simpósio sobre a biologia 
molecular do Homo sapiens. Lander estava prestes a se tor- 
nar um dos líderes do Projeto Genoma Humano público e 
primeiro autor do artigo que o Projeto gerou, relatando esta 
sequência em 2001 (Cap. 7). Assim como na foto a seguir, de 
Gilbert e Botstein, Lander está apresentando suas ideias no de- 
bate de 1986, sobre a validade de tentar sequenciar o genoma 
humano. Ao seu lado, parecendo pensativo, está David Page, 
cujo trabalho tem como foco a estrutura, a função e a evo- 
lução do cromossomo Y; em primeiro plano, Nancy Hopkins 
(bióloga do desenvolvimento e uma das autoras da quarta 
edição deste livro) e, ao fundo, James Watson, parecem estar 
mais descontraídos. 


Walter Gilbert e David Botstein, 1986 Simpósio sobre a bio- 
logia molecular do Homo sapiens. Gilbert, que inventou um 
método químico para sequenciar o DNA, é apresentado aqui 
com Botstein durante o debate histórico sobre a viabilidade e 
a sensatez de tentar sequenciar o genoma humano. Botstein, 
após trabalhar com fagos por muitos anos, contribuiu muito. 
para o desenvolvimento da levedura Saccharomyces cerevisiae 
como eucarioto-modelo para biólogos moleculares; ele tam- 
bém foi um dos primeiros pesquisadores no emergente campo 
da genômica (Cap. 7 e Apêndice 1). 


Esta página foi deixada em branco intencionalmente. 


CAPÍTULO 3 


o 


A Importância das 
Ligações Químicas 
Fracas e Fortes 


importância para os biólogos moleculares — são proteínas e ácidos nu- 
cleicos, Estas são formadas por aminoácidos e nucleotídeos, respectiva- 
mente, e em ambos os casos os constituintes são unidos por ligações covalentes 
para gerar cadeias polipeptídicas (proteinas) e polinucleotídicas (ácidos nuclei- 
cos). As ligações covalentes são ligações fortes e estáveis, e essencialmente nun- 
ca se rompem espontaneamente em sistemas biológicos. No entanto, existem 
também ligações fracas, as quais são fundamentais à vida, em parte porque 
elas podem ser formadas e rompidas sob as condições fisiológicas presentes nas 
células, Ligações fracas promovem as interações entre enzimas e seus substra- 
tos, e entre as macromoléculas - especialmente, como será visto nos capítulos 
seguintes, entre proteínas e o DNA ou o RNA, e entre proteínas e outras proteí- 
nas. Igualmente importantes ligações fracas também medeiam interações entre 
as diferentes partes de uma mesma macromolécula que determinam o seu for- 
mato e, portanto, sua função biológica. Assim, embora uma proteína seja uma 
cadeia linear de aminoácidos ligados covalentemente, seu formato e função 
são determinados pela estrutura tridimensional (3D) estável por ela adotada. 
Esse formato é determinado pela extensa associação de várias interações fracas 
individuais formadas entre aminoácidos que não estão necessariamente adja- 
centes na sequência primária. Da mesma maneira, são as ligações fracas não 
covalentes que mantêm as duas cadeias de uma dupla-hélice de DNA unidas. 
A primeira parte do capítulo considera a natureza das ligações químicas 
e o conceito de energia livre — isto é, a energia que é liberada (ou alterada) 
durante a formação de uma ligação química. Depois, o texto se concentra 
nas ligações fracas, vitais para o funcionamento adequado de todas as macro- 
moléculas biológicas. Particularmente, descreve-se o que confere às ligações 
fracas este seu caráter fraco. Na última parte do capítulo, são discutidas as 
ligações de alta energia e considerados os aspectos termodinâmico da ligação 
peptídica e da ligação fosfodiéster. 


A S MACHOMOLÉCULAS QUE NOS INTERESSAM a0 longo deste livro — e as de maior 


CARACTERÍSTICAS DAS LIGAÇÕES QUÍMICAS 


Uma ligação química é uma força de atração que mantém os átomos unidos. 
Agregados de tamanho finito são chamados de moléculas. Originalmente, 
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FIGURA 3-1 Rotação sobre a li- 
gação C;— C, na glicose, Esta ligação 
carbono-carbono é uma ligação simples 
e, portanto, qualquer uma das três confi- 
gurações, a, b ou c, pode ocorrer. 
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FIGURA 3-2 Forma plana da liga- 
ção peptídica. Aqui está representada 
uma fração de uma cadeia polipeptídica 
estendida. Quase nenhuma rotação é 
possível sobre a ligação peptídica devi- 
do a sua característica de ligação dupla 
parcial (ver painel central), Todos os áto- 
mos da área sombreada devem situar-se 
no mesmo plano. À rotação é possível, 
no entanto, em torno das duas ligações 
remanescentes, que compõem as confi- 
gurações polipeptídicas. (adaptada, com 
permissão, de Pauling L. 1960. The nature 
of the chemical bond and the structure of 
molecules and crystals: An introduction 
to modem structural chemistry, 3rd ed., 
P. 495. © Cornell University) 
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acreditava-se que apenas as ligações covalentes mantinham os átomos unidos 
nas moléculas; sabe-se agora que forças atrativas fracas são extremamente im- 
portantes para manter diversas macromoléculas unidas. Por exemplo, as quatro 
Cadeias polipeptídicas da hemoglobina são unidas pela ação combinada de vá- 
rias ligações fracas. Portanto, é comum hoje também chamar essas interações 
positivas fracas de “ligações químicas”, mesmo que elas não sejam fortes o bas- 
tante para manter dois átomos unidos quando atuam isoladamente, 

As ligações químicas são caracterizadas de várias maneiras. Uma carac- 
terística óbvia de uma ligação é a sua força. Ligações fortes quase nunca se 
rompem em temperaturas fisiológicas. É por isso que os átomos unidos por 
ligações covalentes sempre pertencem a uma mesma molécula, As ligações 
fracas são facilmente rompidas e, quando isoladas, existem apenas transito- 
riamente. Somente quando estão presentes em arranjos ordenados é que as 
ligações fracas persistem por um longo período. À força de uma ligação está 
correlacionada com o seu comprimento, de forma que dois átomos unidos 
por uma ligação forte estão sempre mais próximos entre si, em comparação 
aos mesmos dois átomos unidos por uma ligação fraca. Por exemplo, dois 
átomos de hidrogênio ligados covalentemente formando uma molécula de 
hidrogênio (H:H) estão separados por 0,74 À, enquanto os mesmos dois áto- 
mos unidos por forças de van der Waals estão separados por 1,2 À. 

Outra característica importante é o número máximo de ligações que um 
determinado átomo pode realizar. O número de ligações covalentes que um 
átomo pode formar é chamado de valência. O oxigénio, por exemplo, pos- 
sui valência igual a 2: nunca poderá formar mais de duas ligações covalentes. 
No entanto, existe maior flexibilidade no caso das forças de van der Waals, 
em que o fator limitante é puramente estérico. O número de possíveis li- 
gações é limitado apenas pelo número de átomos que podem interagir si- 
multaneamente entre si. A formação de ligações de hidrogênio está sujeita 
a maiores restrições. Um átomo de hidrogênio, ligado covalentemente, em 
geral participa de apenas uma ligação de hidrogênio, enquanto um átomo de 
oxigênio raramente participa de mais de duas ligações de hidrogênio. 

O ângulo formado entre duas ligações oriundas de um único átomo é 
chamado de ângulo de ligação. O ângulo entre duas ligações covalentes 
específicas é aproximadamente constante. Por exemplo, quando um átomo 
de carbono forma quatro ligações covalentes simples, estas serão ordenadas 
de forma tetraédrica (ângulo de ligação = 109º). Em contrapartida, os ângulos 
entre as ligações fracas são muito mais variáveis. 

As ligações diferem também na liberdade de rotação que permitem. 
Ligações covalentes simples permitem a rotação livre dos átomos ligados 
(Fig. 3-1), enquanto ligações duplas e triplas são bastante rígidas. As ligações 
com caráter parcial de dupla-ligação, como as ligações peptídicas, também 
são bastante rígidas. Por isso, os grupos carbonila (C=0) e imina (N=C), uni- 
dos na ligação peptídica, devem estar no mesmo plano (Fig. 3-2). Por outro 
lado, as ligações iônicas, muito mais fracas, não impõem restrições quanto às 
orientações relativas dos átomos participantes da ligação. 


Ligações químicas são explicadas pela mecânica quântica 


A natureza das forças fortes e fracas, que dá origem às ligações químicas, era 
um mistério para os químicos até que a teoria quântica do átomo (mecânica 
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quântica) fosse desenvolvida, na década de 1920. Então, pela primeira vez, 
as diversas leis empíricas sobre a formação das ligações químicas passaram 
a ter uma fundamentação teórica sólida. Foi visto que as ligações químicas, 
sejam elas fracas ou fortes, têm como base as forças eletrostáticas. A mecânica 
quântica foi capaz de explicar as ligações covalentes pelo compartilhamento 
de elétrons e, também, a formação de ligações mais fracas. 


A formação de ligações químicas envolve 
uma alteração na forma de energia 


A formação espontânea de uma ligação entre dois átomos sempre envolve a 
liberação de uma parte da energia interna dos átomos que não estão ligados 
e sua conversão à outra forma de energia. Quanto mais forte a ligação, maior 
a quantidade de energia liberada durante a sua formação. A reação de ligação 
entre dois átomos A e B é, portanto, descrita por 


A +B > AB + energia, [Equação 3-1) 


em que AB representa o agregado ligado. A taxa de reação é diretamente pro- 
porcional à frequência de colisão entre A e B. A unidade mais frequentemente 
usada para medir a energia é a caloria, a quantidade de energia necessária 
para aumentar a temperatura de 1 g de água de 14,5*C para 15,5°C. Como 
milhares de calorias estão geralmente envolvidas na quebra de um mol de 
ligações químicas, a maioria das alterações de energia nas reações químicas 
são expressas em quilocalorias por mol (kcal/mol). 

Entretanto, os átomos unidos por ligações químicas não permanecem 
ligados para sempre, uma vez que também existem forças que rompem as 
ligações químicas. Sem dúvidas, a força mais importante provém do calor. 
A colisão com moléculas ou átomos em rápido movimento pode romper li- 
gações químicas. Durante a colisão, uma parte da energia cinética de uma 
molécula em movimento é liberada à medida que ocorre a separação dos dois 
átomos ligados. Quanto mais rápida estiver a molécula (maior a temperatura), 
maior a probabilidade de ela provocar o rompimento de uma ligação durante 
a colisão. Portanto, à medida que a temperatura de um conjunto de molécu- 
las aumenta, a estabilidade de suas ligações diminui. Assim, o rompimento de 
uma ligação é sempre indicado pela fórmula 


AB + energia = A + B. [Equação 3-2) 


A quantidade de energia necessária para romper uma ligação é exatamente igual 
à quantidade de energia liberada durante a formação da ligação. Essa equiva- 
lência segue a primeira lei da termodinâmica, que afirma que a energia (exceto 
aquela que for convertida em massa) não pode ser criada nem destruída. 


Equilíbrio entre a formação e a quebra de ligações 


Cada ligação é, portanto, o resultado de uma ação combinada de forças de 
ligação e de quebra. Quando o equilíbrio é alcançado, em um sistema fecha- 
do, o número de ligações em formação por unidade de tempo será igual ao 
número de ligações que estão sendo rompidas. Assim, a proporção de átomos 
ligados é descrita pela seguinte fórmula de ação das massas: 


Kg = — Soneto Es 
“1 conci x conc?’ [Equação 3-3] 


em que K,, é a constante de equilíbrio, e conc”, conc” e conc” são as con- 
centrações de A, B e AB, respectivamente, em moles por litro (mol/L). Inde- 
pendentemente de iniciar com apenas A e B livres, somente com a molécula 
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TABELA 3-1 


A relação numérica 


entre a constante de equilíbrio e 
AGa 25°C 


Ke AG (kcal/mol) 
4,089 
2,726 


0,001 


AB, ou com uma combinação de AB e A e B livres, no estado de equilíbrio as 
proporções de A, B e AB alcançarão as concentrações dadas por K,, 


O CONCEITO DE ENERGIA LIVRE 


Sempre há uma alteração na forma de energia à medida que a proporção de 
átomos ligados se desloca em direção à concentração de equilíbrio. Bio- 
logicamente, a maneira mais prática de expressar essa variação de energia é 
por meio do conceito físico-químico de energia livre, representado pelo 
símbolo G, em homenagem ao grande físico do século XIX, Josiah Gibbs. 
Neste texto, não será apresentada uma descrição rigorosa da energia livre, 
nem como ela difere de outras formas de energia. Para tais informações, o 
leitor deverá consultar um livro de química que discuta a segunda lei da ter- 
modinâmica. É suficiente dizer, aqui, que a energia livre é a energia capaz de 
realizar trabalho. 

A segunda lei da termodinâmica diz que sempre ocorre uma diminuição 
na energia livre (AG é negativo) em reações espontâneas. Quando o equilíbrio é 
alcançado, entretanto, não há mais alteração na quantidade de energia livre 
(AG = 0). Portanto, o estado de equilíbrio para um dado número de átomos 
em um sistema fechado é o estado que apresenta a menor quantidade de 
energia livre. 

A energia livre perdida à medida que o equilíbrio é alcançado é transfor- 
mada em calor ou utilizada para aumentar a entropia. Aqui não será apre- 
sentada a definição de entropia, apenas será mencionado que a quantidade 
de entropia é uma medida da quantidade de desordem do sistema, Quanto 
maior a desordem, maior a quantidade de entropia. A existência de entropia 
significa que várias reações químicas espontâneas (as com decréscimo líquido 
de energia livre) não necessitam da elevação de calor para ocorrer. Por exem- 
plo, quando o cloreto de sódio (NaCl) é dissolvido em água, há absorção, e 
não liberação de calor. Existe, porém, um decréscimo na energia livre, devido 
ao aumento da desordem dos íons sódio e cloro, à medida que eles passam do 
estado sólido para um estado dissolvido. 


K „ está exponencialmente relacionada ao AG 


Claramente, quanto mais forte a ligação e, portanto, quanto maior a variação 
na energia livre (AG) que acompanha sua formação, maior a proporção de 
átomos que devem existir na forma ligada. Essa ideia é quantitativamente 
expressa pela fórmula físico-química 


AG=-RTInk) ou Ke“, [Equação 3-4] 


em que R é a constante universal dos gases, T é a temperatura absoluta, In é o 
logaritmo (de K..) na base e, e Ką é a constante de equilíbrio, sendo e = 2,718. 

A inserção dos valores apropriados de R (1,987 cal/deg-mol) e T (298 a 
25°C) mostra que mesmo valores baixos de AG, como 2 kcal/mol, podem pro- 
mover uma reação de formação de ligação até praticamente a sua conclusão, 
caso todos os reagentes estejam presentes em concentrações molares (Tab. 3-1). 


Ligações covalentes são muito fortes 


Os valores de AG que acompanham a formação de ligações covalentes a partir 
de átomos livres, como hidrogênio ou oxigênio, são muito altos e com sinal 
negativo, normalmente de —50 a —110 kcal/mol. A Equação 3-4 mostra que a 

da reação de ligação será correspondentemente alta e, assim, a concentra- 
ção dos átomos de hidrogênio ou oxigênio livres presentes será muito baixa. 
Por exemplo, com um AG de — 100 kcal/mol, se a reação iniciar com 1 mol/L 
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de átomos reativos, apenas um a cada 10” átomos permanecerá livre (não 
ligado) quando o equilíbrio for alcançado. 


LIGAÇÕES FRACAS EM SISTEMAS BIOLÓGICOS 


Os principais tipos de ligações fracas, importantes em sistemas biológicos, são 
as forças de van der Waals, as ligações hidrofóbicas, as ligações de hidrogênio 
e as ligações iônicas. Como será visto em breve, algumas vezes a distinção 
entre uma ligação de hidrogênio e uma ligação iônica é arbitrária. 


Ligações fracas têm energia entre 1 e 7 kcal/mol 


As ligações mais fracas são as forças de van der Waals. Essas ligações têm ener- 
gias (1-2 kcal/mol) apenas ligeiramente maiores do que a energia cinética 
do deslocamento de calor. A energia das ligações de hidrogênio e das ligações 
iônicas varia entre 3 e 7 kcal/mol. 

Em soluções líquidas, quase todas as moléculas formam diversas ligações 
fracas com os átomos mais próximos. Todas as moléculas são capazes de for- 
mar ligações por forças de van der Waals, enquanto as ligações de hidrogênio 
e as ligações iônicas somente podem ser formadas entre moléculas que pos- 
suem uma carga (íons) ou quando a carga está distribuída de forma desigual. 
Algumas moléculas, portanto, apresentam a capacidade para formar vários 
tipos de ligações fracas. Considerações energéticas, entretanto, mostram que 
as moléculas sempre tendem a formar a ligação mais forte. 


Ligações fracas são constantemente formadas 
e rompidas em temperaturas fisiológicas 


As ligações mais fracas possuem energias apenas levemente maiores do que a 
energia média do movimento cinético (calor) a 25°C (0,6 kcal/mol), mas mes- 
mo a mais forte dessas ligações fracas possui apenas cerca de 10 vezes essa ener- 
gia. Porém, como há uma distribuição significativa nas energias do desloca- 
mento cinético, ainda existem várias moléculas com energia cinética suficiente 
para romper a mais forte das ligações fracas em temperaturas fisiológicas. 


Diferenças entre moléculas polares e apolares 


Todas as formas de interações fracas estão baseadas na atração entre cargas 
elétricas, A separação de cargas elétricas pode ser permanente ou temporária, 
dependendo dos átomos envolvidos. Por exemplo, a molécula de oxigênio 
(0:0) apresenta uma distribuição simétrica dos elétrons entre os dois átomos 
de oxigênio, de maneira que nenhum dos dois átomos está carregado. Em 
contrapartida, há uma distribuição não uniforme das cargas na molécula de 
água (H:O:H), na qual os elétrons ligados são compartilhados desigualmente 
(Fig. 3-3). Eles são mais fortemente mantidos pelo átomo de oxigênio, que en- 
tão carrega uma considerável carga negativa, ao passo que os dois átomos de 
hidrogênio, em conjunto, possuem uma quantidade igual de carga positiva. 
O centro da carga positiva está em um lado do centro da carga negativa. Uma 
combinação de cargas positivas e negativas separadas é chamada de momento 
de dipolo elétrico. O compartilhamento desigual de elétrons reflete afinidades 
dissimilares dos átomos ligantes em relação a elétrons. Os átomos que apresen- 
tam uma tendência para ganhar elétrons são chamados de átomos eletrone- 
gativos. Átomos eletropositivos possuem a tendência de liberar elétrons. 
Moléculas (como H,0) que possuem um momento de dipolo são chama- 
das de moléculas polares. As moléculas apolares não apresentam um mo- 
mento de dipolo efetivo. No metano (CH,), por exemplo, os átomos de carbono 
e de hidrogênio possuem afinidade similar pelos pares de elétrons que compar- 


raio de van der Waals 

do hidrogênio 

comprimento da 
ligação covalente 


“+ direção do momento 


de dipolo 


FIGURA 3-3 Estrutura de uma 
molécula de água. Para raios de van der 
Waals, ver Figura 3-5. 
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FIGURA 3-4 Variação das forças de 
van der Waals com a distância. Os áto- 
mos ilustrados neste diagrama são átomos 
do gás raro inerte argônio. (Adaptada de 
Pauling L. 1953. General chemistry, 2nd 
ed., p. 322. Cortesia Ava Helen e Linus 
Pauling Papers, Oregon State University 
Libraries) 


TABELA 3-2 Raios de van der 
Waals dos átomos em moléculas 
biológicas 


Raio de van 

Átomo der Waals (À) 
H 12 
N 15 
o 14 
£ 19 
s 1,85 
grupo CH, 20 
metade da espessura 1 

da molécula 

aromática 


wA 
Â— 
atração de 
van der Waals fraca 
sA 
——— 
atração de 
van der Waals 
muto fonte 
cercades A 

atração de 
van dor Waals em 
equilibrio com as 
forças repuisivas 
devido à intersecção 
das camadas extemas 
de eiótrons 


tilham e, dessa forma, nem o átomo de carbono e nem o átomo de hidrogênio 
possuem carga detectável. 

A distribuição de cargas em uma molécula pode também ser afetada pela 
presença de proteinas adjacentes, particularmente, se a molécula afetada é po- 
lar, Esse efeito pode resultar na aquisição de uma característica levemente polar 
por uma molécula apolar. Se a segunda molécula não for polar, sua presença 
ainda alterará a molécula apolar, estabelecendo uma distribuição flutuante de 
cargas. Esses efeitos induzidos, no entanto, originam uma separação muito me- 
nor da carga do que a encontrada nas moléculas polares, resultando em energias 
de interação menores e ligações químicas correspondentemente mais fracas. 


Forças de van der Waals 


A ligação de van der Waals surge a partir de uma força atrativa não especi- 
fica, originada quando dois átomos ficam próximos um do outro. Ela não está 
baseada na existência de separações de cargas permanentes, mas sim nas flutua- 
ções de cargas provocadas pela proximidade das moléculas. Elas ocorrem entre 
todos os tipos de moléculas, sejam apolares ou polares. Essas interações depen- 
dem muito da distância entre os grupos que vão interagir, uma vez que a energia 
de ligação é inversamente proporcional à sexta potência da distância (Fig. 3-4). 

Existe, também, uma força repulsiva de van der Waals, mais potente, que 
surge em distâncias ainda menores. Essa repulsão é causada pela sobreposição 
das camadas externas de elétrons dos átomos envolvidos. As forças de van 
der Waals atrativas e repulsivas equilibram-se a uma determinada distância, 
específica para cada tipo de átomo. Essa distância é chamada de raio de van 
der Waals (Tab. 3-2; Fig. 3-5). A energia de ligação pelas forças de van der 
Waals entre dois átomos separados pela soma de seus raios de van der Waals 
aumenta com o tamanho dos respectivos átomos. Em dois átomos médios, 
ela é de somente —1 kcal/mol, apenas levemente maior do que a energia tér- 
mica média das moléculas à temperatura ambiente (0,6 kcal/mol). 

Isso significa que as forças de van der Waals são forças de ligação efi- 
cientes em temperaturas fisiológicas apenas quando vários átomos de uma 
determinada molécula estão ligados a vários átomos em outra molécula ou 
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FIGURA 3-5 Desenhos de várias moléculas com os raios de van der Waals dos 
“átomos mostrados como nuvens sombreadas. 


em outra parte dessa mesma molécula. Assim, a energia de interação é muito 
maior do que a tendência de dissociação resultante de movimentos térmicos 
aleatórios. Para permitir uma interação efetiva de vários átomos, o ajuste mo- 
lecular deve ser preciso, porque a distância que separa dois átomos quaisquer 
que interagem não deve ser muito maior do que a soma de seus ralos de van 
der Waals (Fig. 3-6). A força da interação rapidamente se aproxima de zero 
quando essa distância é apenas levemente excedida. Portanto, o tipo mais 
forte de contato de van der Waals surge quando uma molécula contém uma 
fenda exatamente complementar ao formato de um grupo protuberante de 
outra molécula, como é o caso de um antígeno e seu anticorpo específico 
(Fig. 3-7). Nessa distância, algumas vezes as energias de ligação podem che- 
gar a 20 a 30 kcal/mol, de forma que o complexo antígeno-anticorpo difi- 
cilmente se separa. O padrão de ligação das moléculas polares oficialmente 
é dominado por interações de van der Waals, uma vez que tais moléculas 
podem assumir um estado energético menor (perder mais energia livre) pela 
formação de outros tipos de ligações. 


Ligações de hidrogênio 


Uma ligação de hidrogênio é formada entre um átomo de hidrogênio cova- 
lentemente ligado, com carga positiva e que atua como doador, e um átomo 
receptor com carga negativa (Fig. 3-8). Por exemplo, os átomos de hidrogênio 
do perpesiaha (Ns skataties pics fi d tido do frio e 
(—C=0) carregados negativamente. Às vezes, os átomos de hidrogênio liga- 


dos pertencem a grupos com uma unidade de carga (como NH; ou COO ). 


FIGURA 3-6 Arranjo de moléculas 
em uma camada de um cristal forma- 
do pelo aminoácido glicina. O empa- 
cotamento das moléculas é determinado 
pelos raios de van der Waals dos grupos, 
exceto pelos contatos N—H 11110, os 
quais são encurtados pela formação de 
ligações de hidrogênio. (Adaptada, com 
permissão, de Pauling L. 1960, The nature 
of the chemical bond and the structure of 
molecules and crystals: An introduction 
to modem structural chemistry, 3rd ed., 
p. 262. © Cornell University) 


FIGURA 3-7 Interação antigeno-anticorpo. As estruturas, representadas com preenchi- 
mento (a) e fitas (b), mostram o complexo entre Fab D 1.3 e lisozima (em roxo), (Fischmann TO. 
etal. 1991.) Biol. Chem. 266: 12915.) Imagens feitas com MolScript, BobScript e Raster 3D, 
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FIGURA 3-8 Exemplos de ligações 


de hidrogênio em moléculas 


biológicas. 


TABELA 3-3  Comprimentos 
aproximados de ligações de 


hidrogênio biologicamente 
importantes 

Comprimento 

aproximado da 
Ligação ponte de H (À) 
O-Hrrno 2,70 + 0,10 
O-H 0 2,63 + 0,10 
O—H N 2,88 + 0,13 
N—H u00 3,04 + 0,13 
N'—H n0 2,93 + 0,10 
N—H i N 3,10 + 0,13 


Em outros casos, tanto os átomos de hidrogênio doadores quanto os átomos 
negativos receptores têm menos de uma unidade de carga. 

As ligações de hidrogênio de maior importância biológica envolvem áto- 
mos de hidrogênio covalentemente ligados a átomos de oxigênio (O—H) ou 
a átomos de nitrogênio (N—H). Da mesma maneira, normalmente, os átomos 
receptores negativos são o nitrogênio ou o oxigênio. A Tabela 3-3 lista algu- 
mas das mais importantes ligações de hidrogênio. Na ausência de moléculas 
de água circundantes, as energias de ligação variam entre 3 e 7 kcal/mol, sen- 
do as ligações mais fortes as que envolvem as maiores diferenças de cargas en- 
tre os átomos doadores e receptores. As ligações de hidrogênio são, portanto, 
mais fracas que as ligações covalentes, porém, significativamente mais fortes 
do que as forças de van der Waals. Então, uma ligação de hidrogênio mantém 
dois átomos mais próximos entre si do que a soma de seus raios de van der 
Waals, mas não tão próximos como uma ligação covalente os deixaria. 

As ligações de hidrogênio, ao contrário das forças de van der Waals, são 
altamente direcionadas. Nas ligações de hidrogênio mais fortes, o átomo de 
hidrogênio orienta-se diretamente para o átomo receptor (Fig. 3-9). Caso ele 
se posicione a mais de 30°, a energia de ligação será muito menor. As ligações 
de hidrogênio são também muito mais específicas do que as forças de van der 
Waals, uma vez que demandam a existência de moléculas com grupos doado- 
res de hidrogênio e grupos receptores complementares. 


Algumas ligações iônicas são ligações de hidrogênio 


Muitas moléculas orgânicas possuem grupos iônicos, que contêm uma ou 
mais unidades de carga líquida positiva ou negativa. Os mononucleotídeos 
negativamente carregados, por exemplo, contêm grupos fosfato, que são ne- 
gativamente carregados, enquanto cada aminoácido (com exceção da proli- 
na) possui um grupo carboxílico negativo (COO ) e um grupo amino positivo 
(NH,), ambos contendo uma unidade de carga. Esses grupos carregados são 
geralmente neutralizados por grupos com cargas opostas presentes nas pro- 
ximidades. As forças eletrostáticas que atuam entre grupos contendo cargas 
opostas são chamadas de ligações iônicas. A energia de ligação média, em 
uma solução aquosa, é ~S kcal/mol. 

Em muitos casos, um cátion inorgânico, como Na”, K' ou Mg', ou um 
ânion inorgânico, como CI ou SO,”, neutraliza a carga de moléculas orgá- 
nicas ionizadas. Quando isso ocorre em solução aquosa, os cátions e ânions 
neutralizadores não apresentam posições fixas, porque os íons inorgânicos es- 
tão normalmente circundados por camadas de moléculas de água e, portanto, 
não se ligam diretamente aos grupos com cargas opostas. Assim, em soluções 
aquosas, ligações eletrostáticas a cátions ou ânions inorgânicos adjacentes 
geralmente não apresentam uma importância primária na determinação da 
conformação de moléculas orgânicas. 

Por outro lado, há o surgimento de ligações altamente direcionadas se os 
grupos com cargas opostas forem capazes de formar ligações de hidrogênio 
entre si. Por exemplo, os grupos COO e NH; são frequentemente mantidos 
unidos por ligações de hidrogênio. Como essas ligações são mais fortes do que 
as que envolvem grupos com menos de uma unidade de carga, elas também 
são mais curtas. Uma ligação de hidrogênio forte também pode ser formada 
entre um grupo com uma unidade de carga e um grupo com menos do que 
uma unidade de carga. Por exemplo, um átomo de hidrogênio pertencente 
a um grupo amino (NH?) liga-se fortemente a um átomo de oxigênio de um 
grupo carboxílico (COO ). 


Interações fracas necessitam de superfícies 


moleculares complementares 


As forças de ligação fracas são eficazes apenas quando as superfícies parti- 
cipantes da interação estão próximas. Essa proximidade é possível somente 
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quando as superfícies moleculares apresentam estruturas complemen- 
tares, de forma que um grupo protuberante (ou positivamente carregado) 
em uma superfície se encaixa em uma fenda (ou carga negativa) presente 
na outra, Ou seja, as moléculas que interagem devem apresentar uma re- 
lação de chave-fechadura. Nas células, essa necessidade frequentemente 
significa que algumas moléculas raramente se ligam a outras moléculas do 
mesmo tipo, porque tais moléculas não apresentam as propriedades de sime- 
tria necessárias para autointeração. Por exemplo, algumas moléculas polares 
contêm átomos de hidrogênio doadores e nenhum átomo receptor adequado, 
enquanto outras moléculas podem aceitar ligações de hidrogênio, mas não 
possuem átomos de hidrogênio para doar. Por outro lado, há várias molécu- 
las com a simetria necessária para permitir autointerações fortes nas células. 
A água é o exemplo mais importante disso. 


Moléculas de água formam ligações de hidrogênio 


Em condições fisiológicas, as moléculas de água raramente estão ionizadas 
formando íons H' e OH . Em vez disso, elas existem como moléculas polares 
H—O—H com os átomos de hidrogênio e oxigênio formando ligações de hi- 
drogênio fortes. Em cada molécula de água, o átomo de oxigênio pode ligar-se 
a dois átomos de hidrogênio externos, e cada átomo de hidrogênio pode ligar- 
-se a um átomo de oxigênio adjacente, Essas ligações são ordenadas de forma 
tetraédrica (Fig. 3-10), de forma que nos estados sólido e líquido, cada molécula 
de água tende a apresentar quatro vizinhos bem , um em cada uma 
das quatro direções de um tetraedro. No gelo, as ligações a esses vizinhos são 
bastante rígidas e a organização das moléculas é fixa. Acima da temperatura de 
fusão (0°C), a energia do deslocamento térmico é suficiente para romper as liga- 
ções de hidrogênio e permitir que as moléculas de água troquem continuamente 
seus vizinhos mais próximos. Mesmo na forma líquida, contudo, a maioria das 
moléculas de água sempre está ligada por quatro ligações de hidrogênio fortes. 


Ligações fracas entre moléculas em soluções aquosas 


A energia média de uma ligação fraca secundária, embora pequena compara- 
da à de uma ligação covalente, é forte o suficiente (se comparada à energia do 


Propriedades direcio- 
nais das ligações de hidrogênio. (a) O 
vetor ao longo da ligação covalente O—H 
aponta diretamente para o oxigênio acep- 
tor, formando, assim, uma ligação forte, 
(b) O vetor aponta para longe do átomo 
de oxigênio, resultando em uma ligação 
muito mais fraca. 


FIGURA 3-10 Diagrama de uma 

formada por moléculas de água. 
A energia ganha pela formação de liga- 
ções de hidrogênio específicas entre molé- 
culas de água favorece o arranjo das mo- 
léculas em tetraedros adjacentes. (Esferas 
vermelhas) Átomos de oxigênio; (esteras 
roxas) átomos de hidrogênio. Embora a 
rigidez do arranjo dependa da tempera- 
tura das moléculas, a estrutura represen- 
tada é, ainda assim, predominante tanto 
na água quanto no gelo. (Adaptada, com 
permissão, de Pauling L. 1960. The nature 
of the chemical bond and the structure of 
molecules and crystals: An introduction 
to modern structural chemistry, 3rd ed., 
p. 262. © Cornell University) 
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calor) para assegurar que a maioria das moléculas em solução aquosa formará 
ligações secundárias com outras moléculas. A proporção de arranjos ligados e 
não ligados é dada pela Equação 3-4, corrigida para levar em conta a elevada 
concentração de moléculas em um líquido. Ela mostra que energias de inte- 
ração de apenas 2 a 3 kcal/mol são suficientes, em temperaturas fisiológicas, 
para forçar a maioria das moléculas a formar a maior quantidade possível de 
ligações secundárias fortes. 

A estrutura específica de uma solução em um determinado momento é 
muito influenciada pelo tipo de moléculas de soluto presentes, não apenas 
porque as moléculas apresentam formas específicas, mas também porque as 
moléculas diferem quanto aos tipos de ligações secundárias que podem for- 
mar. Assim, uma molécula tenderá a se deslocar até se aproximar de uma 
molécula com a qual ela possa formar a ligação mais forte possível. 

As soluções, obviamente, não são estáticas. Devido à influência do calor 
no rompimento das ligações, a configuração específica de uma solução varia 
constantemente de um arranjo para outro com conteúdo similar de energia. 
Igualmente importante em sistemas biológicos é o fato de o metabolismo 
estar continuamente transformando uma molécula em outra e, assim, auto- 
maticamente alterando a natureza das ligações secundárias que podem ser 
formadas. Portanto, a estrutura das células em solução é constantemente al- 
terada não apenas pelo calor, mas também pelas transformações metabólicas 
das moléculas solúveis presentes na célula. 


Moléculas orgânicas que tendem a formar as 
ligações de hidrogênio são hidrossolúveis 


A energia das ligações de hidrogênio por grupo atômico é muito maior se 
comparada às interações de van der Waals; assim, moléculas formarão prefe- 
rencialmente ligações de hidrogênio e não interações de van der Waals. Por 
exemplo, se for feita a tentativa de misturar água com um composto incapaz 
de formar ligações de hidrogênio, como benzeno, as moléculas de água e ben- 
zeno separam-se rapidamente umas das outras; as moléculas de água forma- 
rão ligações de hidrogênio entre elas, enquanto as moléculas de benzeno se 
ligarão umas às outras por forças de van der Waals. Dessa forma, é impossível 
inserir na água uma molécula orgânica que não faz ligações de hidrogênio. 

Por outro lado, as moléculas polares, como glicose e piruvato, que con- 
têm um grande número de grupos que formam excelentes ligações de hidro- 
gênio (como =O ou OH), são solúveis em água (l.e. são hidrofílicas, em 
oposição a hidrofóbicas). Embora a inserção desses grupos em uma rede 
de moléculas de água quebre as ligações de hidrogênio água-água, ela resulta 
simultaneamente na formação de ligações de hidrogênio entre a molécula 
orgânica polar e a água. Energeticamente, porém, essas combinações alterna- 
tivas normalmente não são tão satisfatórias como as interações água-água, de 
forma que mesmo as moléculas mais polares geralmente apresentam solubili- 
dade limitada (ver Quadro 3-1). 

Assim, quase todas as moléculas que as células adquirem, tanto pela in- 
gestão de alimentos como pela biossíntese, são, em certo grau, insolúveis 
em água. Por meio de movimentos térmicos, essas moléculas colidem alea- 
toriamente com outras moléculas até encontrarem superfícies moleculares 
complementares e se ligarem, liberando as moléculas de água para interações 
água-água. 


“Ligações” hidrofóbicas estabilizam as macromoléculas 


A forte tendência da água de excluir grupos apolares é frequentemente deno- 
minada ligação hidrofóbica. Alguns químicos preferem chamar todas as 
ligações entre grupos apolares em solução aquosa de ligações hidrofóbicas 
(Fig. 3-11). Na verdade, esse termo parece incorreto, uma vez que o fenôme- 
no que ele se destina a enfatizar é a ausência, e não a presença, de ligações. 
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CONCEITOS 


Quadro 3-1 A singularidade das formas moleculares e o conceito de viscosidade seletiva 
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Embora a maioria das moléculas celulares seja formada ape- 
nas por um pequeno número de grupos quimicos, como OH, 
NH, e CH,, há grande especificidade nas moléculas que ten- 
dem a ficar uma ao lado da outra. Isso ocorre porque cada 
molécula possui propriedades de ligação únicas. Uma clara 
demonstração disso vem da especificidade dos estereoisôme- 
ros. Por exemplo, proteinas são sempre construídas a partir 
de i-aminoácidos, nunca a partir de suas imagens-espelho, os. 
D-aminoácidos (Quadro 3-1, Fig. 1). Embora os o e t-aminoá- 
cidos possuam ligações covalentes idênticas, suas proprieda- 
des de ligação a moléculas assimétricas são geralmente muito 
diferentes. Assim, a maioria das enzimas é específica para os 
t-aminoácidos. Se um -aminoácido consegue se ligar a uma 
enzima específica, o -aminoácido não conseguirá fazê-lo. 

A maioria das moléculas das células consegue fazer boas. 
ligações “fracas” apenas com um pequeno número de outras 
moléculas, em parte porque a maioria das moléculas de siste- 
mas biológicos existe em um ambiente aquoso. A formação 
de uma ligação em uma célula depende, portanto, não ape- 
nas da capacidade de ligação entre as duas moléculas, mas 
também da formação da ligação ser mais favorável do que 
as ligações alternativas que podem se formar com moléculas 
solúveis em água. 


QUADRO 3-1 FIGURA 1 Os dois estereoisômeros 
do aminoácido alanina. (Adaptada, com permissão, de 
Pauling L. 1960, The nature of the chemical bond and 
the structure of molecules and crystals: An introduc- 
Sin to medem structural chemistry, 3rd ed, p. 465.6 
Cornell University; Pauling L. 1953. General cher 

2nd ed., p. 498, Cortesia Ava Helen é Linus Pauling Pa- 

pers, Oregon State University Libraries.) 


(As ligações que tendem a se formar entre os grupos apolares se devem às 
forças atrativas de van der Waals.) Por outro lado, o termo ligação hidrofóbica é 
regularmente conveniente, uma vez que destaca o fato de os grupos apolares 
formarem um arranjo entre si, de forma a evitar o contato com as moléculas 
de água. As ligações hidrofóbicas são importantes tanto na estabilização de 
proteínas e complexos de proteínas com outras moléculas como na distribui- 
ção das proteínas nas membranas. Elas podem ser responsáveis por até meta- 


de da energia livre total do dobramento de uma proteína. 
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Exemplos de ligações de van der Waals (hidrofóbicas) entre as ca- 
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FIGURA 3-11 


deias laterais apolares dos aminoácidos. Os hidrogênios não estão indicados individual- 
mente: Para maior clareza, os raios de van der Waals foram reduzidos em 20%. As fórmulas 
estruturais adjacentes a cada desenho de preenchimento de espaço indicam o arranjo dos 
átomos. (a) Ligação fenilalanina-leucina. (0) Ligação fenilalanina-fenilalanina. (Adaptada, com 
permissão, de Scheraga H.A: 1963. The proteins, 2nd ed. led. H: Neurath), p. 527. Academic 


Press, New York. © Harold Scheraga) 
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São consideradas, por exemplo, as diferentes quantidades de energia 
produzidas quando os aminoácidos alanina e glicina estão ligados, em so- 
lução aquosa, a uma terceira molécula com uma superfície complementar 
à alanina. Um grupo metila está presente na alanina, mas não na glicina. 
Quando a alanina está ligada a uma terceira molécula, as ligações de van 
der Waals ao redor do grupo metila geram 1 kcal/mol de energia, o que 
não ocorre quando a glicina estiver ligada. Pela Equação 3-4, sabe-se que 
essa pequena diferença de energia por si só poderia fornecer apenas um 
fator de 6 entre a ligação de alanina e glicina. Entretanto, esse cálculo não 
considera o fato de a água tentar excluir a alanina mais fortemente do 
que a glicina. A presença do grupo CH, da alanina perturba muito mais o 
arranjo em rede das moléculas de água do que o átomo de hidrogênio do 
grupo lateral da glicina. Até o momento, é difícil predizer qual o fator de 
correção a ser inserido para a perturbação do arranjo da água provocada 
pelas cadeias laterais hidrofóbicas. É provável que a água tenda a excluir 
a alanina, empurrando-a em direção à terceira molécula, com uma força 
hidrofóbica de aproximadamente 2 a 3 kcal/mol maior do que as forças 
que excluem a glicina. 

Chega-se, então, à importante conclusão de que a diferença de energia 
entre a ligação, mesmo entre moléculas muito semelhantes, a uma terceira 
molécula (quando a diferença entre as moléculas semelhantes envolve um 
grupo apolar) é de pelo menos 2 a 3 kcal/mol maior no interior aquoso das 
células do que em condições não aquosas. Frequentemente, a diferença de 
energia é de 3 a 4 kcal/mol, uma vez que as moléculas envolvidas geralmente 
contêm grupos polares que podem formar ligações de hidrogênio. 


Vantagem de AG entre 2 e 5 kcal/mol 


Foi visto que a energia de apenas uma ligação secundária (2 a 5 kcal/mol), 
muitas vezes, é suficiente para garantir a ligação preferencial de uma molécu- 
la a um grupo específico de moléculas. Além disso, essas diferenças de energia 
não são tão grandes a ponto de provocar o desenvolvimento de arranjos en- 
trelaçados rígidos na célula; isto é, o interior de uma célula nunca é cristaliza- 
do, como aconteceria se a energia das ligações secundárias fosse várias vezes 
maior. Diferenças de energia maiores implicariam em ligações secundárias 
difíceis de serem rompidas, resultando em baixas taxas de difusão, incompa- 
tíveis com a existência celular. 


Ligações fracas unem as enzimas aos substratos 


Ligações fracas são a base da associação inicial entre as enzimas e seus substra- 
tos. As enzimas não se ligam indiscriminadamente a qualquer molécula, elas 
apresentam afinidades perceptíveis somente a seus próprios substratos. 

Como as enzimas catalisam ambas as direções de uma reação quími- 
ca, elas devem apresentar afinidades específicas para ambos os conjuntos 
de moléculas reagentes. Em alguns casos, é possível determinar uma cons- 
tante de equilíbrio para a ligação de uma enzima a um dos seus substratos 
(Equação 3-4), o que, consequentemente, permite o cálculo de AG durante 
a ligação. Esse cálculo, por sua vez, sugere os tipos de ligações envolvidos na 
reação. Para valores de AG entre 5 e 10 kcal/mol, várias ligações secundárias 
fortes são a base das interações específicas enzima-substrato. É importante 
ressaltar, também, que o AG da ligação nunca é excepcionalmente elevado; 
portanto, os complexos enzima-substrato podem ser formados e rompidos 
rapidamente, em função do movimento térmico aleatório. Isso explica por 
que as enzimas podem atuar tão rapidamente, algumas vezes até 10º vezes 
por segundo. Se as enzimas estivessem ligadas a seus substratos ou, princi- 
palmente, a seus produtos, por ligações mais potentes, elas seriam muito 
mais lentas. 
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Ligações fracas promovem a maioria das 
interações proteína-DNA e proteína-proteína 


Como será visto no decorrer deste livro, as interações entre as proteínas e 
o DNA, e entre diferentes proteínas, são centrais nos processos celulares de 
detecção e resposta a sinais, na expressão gênica, na replicação, no reparo e 
na recombinação de DNA e assim por diante. Essas interações - que obvia- 
mente possuem um papel importante na regulação desses processos celulares 
- são promovidas por ligações químicas fracas dos tipos descritos neste capí- 
tulo, Apesar da pequena energia envolvida em cada ligação individual, o efei- 
to combinado das diversas ligações fracas que se estabelecem entre duas mo- 
léculas determina tanto a afinidade como à especificidade dessas interações. 

No Capítulo 6, esse tema será retomado, discutindo particularmen- 
te como as proteínas são formadas, como adquirem estruturas específicas e 
como elas se ligam ao DNA, ao RNA e entre si. 


LIGAÇÕES DE ALTA ENERGIA 


Agora, serão abordadas as ligações covalentes de alta energia em sistemas 
biológicos. Até o momento, foi considerada a formação de ligações fracas do 
ponto de vista termodinâmico. Cada vez que uma ligação fraca potencial era 
considerada, a questão era: sua formação envolve um ganho ou uma perda de 
energia livre? O equilíbrio termodinâmico favorece a reação somente quando 
o AG é negativo. Essa abordagem é igualmente válida para ligações covalentes. 
O fato de enzimas estarem normalmente envolvidas na formação ou no rom- 
pimento de ligações covalentes não altera, de forma alguma, a necessidade de 
um AG negativo. 

Em uma análise superficial, entretanto, a formação de várias ligações co- 
valentes importantes em uma célula parece violar as leis da termodinâmica, 
particularmente as ligações que unem as pequenas moléculas que formam 
grandes moléculas poliméricas. A formação dessas ligações envolve um au- 
mento na energia livre. Originalmente, isso sugeriu a algumas pessoas que as 
células tinham uma habilidade única - seu funcionamento violava as leis da 
termodinâmica, e essa propriedade era o verdadeiro “segredo da vida”. 

Atualmente, entretanto, está claro que esses processos biossintéticos não 
violam a termodinâmica e, na verdade, estão baseados em reações diferen- 
tes das originalmente propostas. Os ácidos nucleicos, por exemplo, não são 
formados pela condensação de nucleosídeos fosfatados; o glicogênio não é 
formado diretamente a partir de resíduos de glicose; as proteínas não são for- 
madas pela união de aminoácidos. Ao cantrário, precursores monoméricos, 
utilizando a energia presente no ATP, são primeiramente convertidos a pre- 
cursores “ativados” altamente energéticos, os quais, espontaneamente (com 
auxílio de enzimas específicas), unem-se para formar moléculas maiores. 
A seguir, essas ideias serão ilustradas, com enfoque para a termodinâmica das 
ligações peptídicas (proteínas) e fosfodiéster (ácidos nucleicos). Primeiramen- 
te, no entanto, é necessário revisar rapidamente algumas propriedades termo- 
dinâmicas gerais das ligações covalentes. 


MOLÉCULAS QUE DOAM ENERGIA SÃO 
TERMODINAMICAMENTE INSTÁVEIS 


Existe uma grande variação na quantidade de energia livre contida em mo- 
léculas específicas. Isso ocorre porque nem todas as ligações covalentes apre- 
sentam a mesma energia de ligação. Por exemplo, a ligação covalente entre 
oxigênio e hidrogênio é muito mais forte do que a ligação covalente entre 
hidrogênio e hidrogênio, ou oxigênio e oxigênio. Assim, a formação de uma 
ligação O—H à custa de O—O ou H—H liberará energia. Portanto, considera- 
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ções energéticas demonstram que uma mistura suficientemente concentrada 
de oxigênio e hidrogênio resultará em água. 

Assim, uma molécula possui uma quantidade maior de energia livre se 
estiver unida por ligações covalentes fracas, e não por ligações fortes. Essa 
ideia parece quase paradoxal à primeira vista, porque implica que quanto 
mais forte for a ligação, menor será a energia que ela pode fornecer. Contudo, 
esse conceito automaticamente faz sentido quando se percebe que um átomo 
em uma ligação muito forte já perdeu uma grande quantidade de energia livre 
no processo. Por conseguinte, as melhores moléculas alimentares (moléculas 
que fornecem energia) são moléculas que contêm ligações covalentes fracas, 
sendo, portanto, termodinamicamente instáveis. 

A glicose, por exemplo, é uma excelente molécula alimentar, uma vez que 
existe uma grande redução na energia livre quando ela é oxidada pelo oxigênio, 
formando dióxido de carbono e água. Por outro lado, o dióxido de carbono, 
composto por fortes ligações covalentes duplas entre carbono e oxigênio, co- 
nhecidas como ligações carbonilas, não é uma molécula alimentar para os 
animais. Na ausência do doador de energia ATP, o dióxido de carbono não pode 
ser transformado espontaneamente em moléculas orgânicas mais complexas, 
mesmo com o auxílio de enzimas específicas. O dióxido de carbono pode ser 
usado como fonte primária de carbono em plantas somente porque a energia 
fornecida pelas quantas de luz durante a fotossíntese resulta na formação de ATP. 

As reações químicas nas quais as moléculas são transformadas em outras 
moléculas contendo menos energia livre não ocorrem em velocidades signifi- 
cativas em temperaturas fisiológicas na ausência de um catalisador. Isso acon- 
tece porque mesmo uma ligação covalente fraca é, na realidade, muito forte 
e raramente rompida pelo deslocamento térmico na célula. Para uma liga- 
ção covalente ser rompida na ausência de um catalisador, deve ser fornecida 
energia para afastar os átomos ligados. Quando os átomos estão parcialmente 
afastados, eles podem associar-se a novos parceiros formando ligações mais 
fortes. No processo de recombinação, a energia liberada é a soma da energia 
livre fornecida para romper a ligação antiga mais a diferença na energia livre 
entre as ligações antiga e nova (Fig. 3-12). 

A energia que deve ser fornecida para romper a ligação covalente antiga 
em uma transformação molecular é chamada energia de ativação. Nor- 
malmente, à energia de ativação é menor do que a energia da ligação origi- 
nal, porque os rearranjos moleculares em geral não envolvem a produção de 
átomos completamente livres. No entanto, é necessária uma colisão entre as 
duas moléculas que estão reagindo, seguida pela formação temporária de um 
complexo molecular chamado estado ativado. No estado ativado, a proxi- 
midade entre as duas moléculas torna as ligações existentes mais frágeis, as 
quais podem ser rompidas por uma quantidade menor de energia do que na 
molécula livre. 


energia de 
ativação 


energia ivre 


TA-B) +(C-D) Per 

reação 
(A-D) + (C-B) 

progresso da reação 


FIGURA 3-12 Energia de ativação de uma reação química: (A—B) + (C—D) > 
(A—D) + (C—B). Esta reação é acompanhada por uma redução da energia livre. 
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A maioria das reações envolvendo ligações covalentes nas células pode 
ser descrita por 


(A—B) + (C—D) > (A—D) + (C—B): [Equação 3-5] 
A expressão de ação das massas para tal reação é 
conc? x cone 38) 


em que conc*”, conc™” e assim por diante são as concentrações dos vários 
reagentes em moles por litro. Aqui, também, o valor de K., está relacionado a 
AG por (ver também Tab. 3-4) 


G=-RTInk, ou K= [Equação 3-7) 

Como as energias de ativação estão geralmente entre 20 e 30 kcal/mol, 
estados ativados praticamente nunca ocorrem em temperaturas fisiológicas. 
As altas energias de ativação são, portanto, barreiras que impedem rearranjos 
espontâneos de ligações covalentes celulares. 

Essas barreiras são extremamente importantes. A vida seria impossível 
sem elas, uma vez que todos os átomos já estariam no estado de menor ener- 
gia possível. Não seria possível estocar energia temporariamente para traba- 
lho futuro. Por outro lado, a vida também seria impossível se não existissem 
maneiras de reduzir seletivamente as energias de ativação de determinadas 
reações. Isso também deve ocorrer para permitir um crescimento celular sufi- 
clentemente rápido, que não seja impedido por forças destrutivas aleatórias, 
como a ionização e a radiação ultravioleta. 


ENZIMAS REDUZEM A ENERGIA DE ATIVAÇÃO 
NAS REAÇÕES BIOQUÍMICAS 


As enzimas são absolutamente necessárias para a vida. A função das enzimas 
é acelerar a velocidade das reações químicas necessárias à existência celular 
pela diminuição da energia de ativação dos rearranjos moleculares para valores 
que possam ser fornecidos pelo deslocamento de calor (Fig. 3-13). Quando uma 
enzima específica está presente, não há mais uma barreira efetiva impedindo a 
formação rápida de reagentes que tenham as menores quantidades de energia 
livre, As enzimas nunca afetam a natureza de um equilíbrio: elas apenas acele- 
ram a taxa com a qual ele é alcançado. Assim, se o equilíbrio termodinâmico é 
desfavorável para a formação de uma molécula, a presença de uma enzima não 
pode, de forma alguma, resultar na acumulação da molécula. 

Como as enzimas devem catalisar, necessariamente, todos os rearranjos 
moleculares da célula, o conhecimento da energia livre de várias moléculas não 
permite, por si só, prever se um rearranjo energeticamente possível realmente 
ocorrerá. A velocidade das reações deve sempre ser considerada. Uma reação só 
será importante se a célula possuir uma enzima para catalisar tal reação. 


energia livre do sistema 


TABELA3-4 Relação entre K, e 


AG [AG = —RT(In K)] 

AG 
Ka (kcal/mol) 
10* 8,2 
10* 68 
10% 5⁄1 
10° 41 
10° 22 
101 14 
10° 0,0 
10º -1.4 
10º -2,7 
10 =41 


FIGURA 3-13 Enzimas reduzem 
as energias de ativação e aceleram a 
taxa da reação. A reação catalisada pela 
enzima está representada pela curva roxa. 
Observa-se que o AG permanece o mes- 
mo porque a posição do equilibrio não é 
alterada. 
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ENERGIA LIVRE NAS BIOMOLÉCULAS 


A termodinâmica mostra que todas as vias bioquímicas devem ser caracteri- 
zadas por um decréscimo na energia livre. Isso é, claramente, o caso das vias 
de degradação, nas quais moléculas alimentares termodinamicamente instá- 
veis são convertidas em compostos mais estáveis, como dióxido de carbono 
e água, com liberação de calor. Todas as vias de degradação apresentam dois 
propósitos básicos: (1) produzir pequenos fragmentos orgânicos, utilizados 
como blocos construtores para moléculas orgânicas maiores e (2) conservar 
uma fração significativa da energia livre da molécula alimentar original em 
uma forma funcional. Este último propósito é alcançado pelo acoplamento 
de algumas etapas do processo degradativo à formação simultânea de molécu- 
las de alta energia capazes de armazenar energia livre, como o ATP. 

Nem toda a energia livre de uma molécula alimentar é convertida em 
energia livre de moléculas de alta energia. Se esse fosse o caso, uma rota de 
degradação não seria caracterizada por uma diminuição da energia livre, e 
não haveria uma força motriz para favorecer a quebra de moléculas de ali- 
mentos. Em vez disso, percebe-se que todas as rotas de degradação são carac- 
terizadas por uma conversão de pelo menos metade da energia livre da mo- 
lécula de alimento em calor e/ou entropia. Por exemplo, estima-se que, nas 
células, cerca de 40% da energia livre da glicose seja utilizada para produzir 
novos compostos de alta energia; o restante é dissipado em calor e entropia. 


Ligações de alta energia são hidrolisadas 
com alto AG negativo 


Uma molécula de alta energia contém uma ou mais ligações cuja quebra por 
água, chamada de hidrólise, é acompanhada por uma grande diminuição 
da energia livre. As ligações específicas, cujas hidrólises originam esses altos 
valores negativos de AG, são chamadas de ligações de alta energia, um 
termo um tanto incorreto, uma vez que não é a energia da ligação, mas sim, 
a energia livre da hidrólise, que é elevada. De toda a forma, o termo ligação 
de alta energia é amplamente utilizado e, por conveniência, continuaremos 
usando-o, bem como o símbolo ~ para identificar ligações de alta energia. 

A energia da hidrólise da ligação de alta energia média (=7 kcal/mol) é 
muito menor do que a quantidade de energia que seria liberada se uma molé- 
cula de glicose fosse completamente degradada em uma etapa (688 kcal/ mol). 
A quebra da glicose em uma única etapa seria ineficiente na formação de 
ligações de alta energia. Essa é, sem dúvida, a razão pela qual a degradação 
biológica da glicose necessita de tantas etapas. Dessa maneira, a quantidade 
de energia liberada por etapa de degradação é da mesma ordem de magnitude 
que a energia livre da hidrólise de uma ligação de alta energia. 

O composto de alta energia mais importante é o ATP. Ele é formado a par- 
tir de fosfato inorgânico (Q) e ADP, utilizando energia obtida tanto a partir 
de reações de degradação como do sol, por meio de um processo conhecido 
como fotossíntese. Existem, entretanto, muitos outros compostos impor- 
tantes de alta energia. Alguns são formados diretamente durante as reações 
de degradação; outros são formados utilizando parte da energia livre do ATP. 
A Tabela 3-5 lista os tipos mais importantes de ligações de alta energia. To- 
dos envolvem fosfato ou átomos de enxofre. As ligações pirofosfato de alta 
energia do ATP são formadas a partir da união de grupos fosfato. A ligação 
pirofosfato (() ~ ©) não é, contudo, o único tipo de ligação fosfatada de 
alta energia: a união de um grupo fosfato ao átomo de oxigênio de um grupo 
carboxílico gera uma ligação acila de alta energia. Está claro, agora, que as 
ligações de alta energia envolvendo átomos de enxofre desempenham um pa- 
pel quase tão importante no metabolismo energético como as que envolvem 
fósforo. A acetil-CoA é a molécula mais importante que contém uma ligação 
com enxofre de alta energia. Essa ligação é a principal fonte de energia para a 
biossíntese de ácidos graxos. 
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TABELA 3-5 Classes importantes de ligações de alta energia 


Classe Exemplo molecular AG da reação (kcal/mol) 
Pirotosfato O - O pirofosfato 
Nucleosídeo difosfatado — adenosina— (6) — (5) (ADP) 
Nucleosídeo trifosfatado  Adenosina— Q — (D — ( (ATP) AG =—7 
Enol fosfatado 942 Fosfoenolpiruvato aG=-12 
c7 PEP) 
l 
a 
Ho 
Aminoacil adenilato Adenosina AMỌ ~ AA=—= AMP + AA AG = -7 
O-o 1 
= NHy 
da 
Fosfatos de guanidina o Creatina ~ @ — (Q == Creatina + O AG=-8 
Hc—E 
| 
Ti N S H 
Hc —N-O 
NH 
creatina-fosfato 
Tioésteres o Acetil CoA === COA-SH + Acetato AG=-8 
HEC 
`SCoA 
acetil-CoA 


A ampla gama de valores de AG de ligações de alta energia (ver Tab. 3-5) 
significa que considerar uma ligação de “alta energia” é, às vezes, arbitrário. 
O critério comum é se sua hidrólise pode ser acoplada a outra reação para efe- 
tuar uma biossíntese importante. Por exemplo, o AG negativo que acompanha 
a hidrólise de glicose-6-fosfato está entre 3 e 4 kcal/mol. No entanto, esse AG 
não é suficiente para a síntese eficiente de ligações peptídicas, de forma que 
essa ligação éster fosfato não está incluída entre as ligações de alta energia. 


LIGAÇÕES DE ALTA ENERGIA NAS 
REAÇÕES BIOSSINTÉTICAS 


A construção de uma molécula grande a partir de pequenos blocos constru- 
tores necessita, normalmente, do fornecimento de energia livre. Ainda assim, 
uma rota biossintética, como uma rota de degradação, não existiria se não 
fosse caracterizada por uma redução da energia livre líquida. Dessa forma, 
muitas vias biossintéticas necessitam de uma fonte externa de energia livre. 
Essas fontes de energia livre são os compostos de alta energia. A formação 
de muitas ligações biossintéticas é acoplada à quebra de uma ligação de alta 
energia, de modo que a variação líquida de energia livre é sempre negativa. 
Assim, as ligações de alta energia nas células geralmente apresentam uma vida 
muito curta. Quase ao mesmo tempo em que são formadas em uma reação 
de degradação, elas são enzimaticamente rompidas para fornecer a energia 
necessária para o término de uma outra reação. 
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progresso da reação 


FIGURA 3-14 Alterações da ener- 
gia livre em uma rota metabólica de 
múltiplas etapas, A >B > C> D > E. 
Duas etapas (A — B e C — D) não favore- 
cem a direção A — E da reação, porque 
elas possuem pequenos valores de AG 
positivos, Entretanto, elas não são signifi- 
cativas devido aos grandes valores negati- 
vos de AG fornecidos nas etapas B -> C e 
D — E, Assim, a reação global favorece a 
conversão À — E 


Nem todas as etapas de uma via biossintética necessitam do rompimen- 
to de uma ligação de alta energia. Muitas vezes, apenas uma ou duas etapas 
envolvem tal ligação. Às vezes, isso ocorre porque o AG, mesmo na ausência 
de uma ligação de alta energia externa adicional, favorece a direção biossinté- 
tica. Em outros casos, o AG é efetivamente zero ou pode até mesmo ser leve- 
mente positivo. Esses pequenos valores positivos de AG, entretanto, não são 
significativos, desde que eles sejam imediatamente seguidos por uma reação 
caracterizada pela hidrólise de uma ligação de alta energia. Assim, é a soma de 
todas as alterações da energia livre em uma rota que é significativa, conforme 
mostrado na Figura 3-14. Não importa o fato de a K,, de uma etapa biossin- 
tética específica ser levemente a favor (80:20) da degradação se a K,, da etapa 
seguinte for 100:1 a favor da direção biossintética, 

Da mesma forma, nem todas as etapas de uma via de degradação pro- 
duzem ligações de alta energia. Por exemplo, apenas duas etapas na longa 
degradação glicolítica (Embden-Meyerhof) da glicose geram ATP. Além disso, 
existem muitas vias de degradação que apresentam uma ou mais etapas que 
necessitam do rompimento de ligações de alta energia. A via glicolítica é, 
novamente, um exemplo. Ela necessita de duas moléculas de ATP para cada 
quatro produzidas. Aqui, obviamente, como em cada processo de degradação 
que produz energia, devem ser formadas mais ligações de alta energia do que 
as consumidas. 


Ligações peptídicas hidrolisam espontaneamente 


A formação de um dipeptídeo e de uma molécula de água a partir de dois ami- 
noácidos necessita de AG de 1 a 4 kcal/mol, dependendo de quais aminoáci- 
dos estão sendo ligados. Esses valores positivos de AG indicam, por si, que as 
cadeias polipeptídicas não podem ser formadas a partir de aminoácidos livres. 
Além disso, deve-se considerar o fato de que as moléculas de água estão em 
uma concentração muito maior do que quaisquer outras moléculas celulares 
(geralmente, mais de 100 vezes mais elevada). Todas as reações de equilíbrio 
nas quais as moléculas de água participam são, portanto, fortemente impeli- 
das na direção que consome moléculas de água. Esse fato pode ser facilmente 
observado na definição de constantes de equilíbrio. Por exemplo, a reação de 
formação de um dipeptídeo, 


aminoácido (A) + aminoácido (B) 


— dipeptídeo (A—B) + H,O, [Equação 3-8) 
tem a constante de equilíbrio 
Ka =— con x conc” [Equação 39) 


em que as concentrações são dadas em moles por litro. Assim, para um deter- 
minado valor de K, (relacionado a AG pela fórmula AG = —RT[ln K,,]), uma 
concentração muito maior de água implica uma concentração proporcional- 
mente muito menor do dipeptídeo. Dessa maneira, vê-se que as concentra- 
ções relativas são muito importantes. De fato, um simples cálculo mostra que 
a hidrólise pode proceder espontaneamente mesmo quando o AG para uma 
reação não hidrolítica for —3 kcal/mol. 

Assim, em teoria, as proteínas são instáveis e, após determinado período, 
serão espontaneamente degradadas, gerando aminoácidos livres. Por outro 
lado, na ausência de enzimas específicas, essas velocidades espontâneas são 
muito baixas para surtirem efeitos significativos no metabolismo celular. Isto 
é, uma vez formada, a proteína permanece estável, a menos que a sua degra- 
dação seja catalisada por uma enzima específica. 
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Acoplamento de AG negativo a AG positivo 


Para que os aminoácidos possam ser ligados formando proteínas, uma quan- 
tidade de energia livre deve ser adicionada ao sistema. A maneira como isso 
ocorre ficou clara com a descoberta do papel fundamental do ATP como um 
doador de energia. O ATP contém três grupos fosfato ligados a uma molécula 
de adenosina (adenosina—0— @~Q@ ~Q). Quando um ou dois fosfatos ter- 
minais ~Q são removidos por hidrólise, ocorre uma diminuição significativa 
da energia livre: 


Adenosina—0—®~Q0~Ọ + H,O > Adenosina-0—D-0+O 


(AG = —7 kcal/mol), [Equação 3-10) 
Adenosina—0—O (0 + H,O > Adenosina—0—O +0 -O 

(AG = —8 kcal/mol), [Equação 3-11] 
Adenosina—0—®~Q + H,O -> Adenosina—0—0 + O 

(AG = —6 kcal/mol). [Equação 3-12] 


Todas essas reações de quebra apresentam valores negativos para AG consi- 
deravelmente maiores em valores absolutos (valor numérico, independen- 
temente do sinal) do que os valores positivos de AG que acompanham a 
formação de moléculas poliméricas a partir de suas unidades monoméricas. 
O artifício subjacente a essas reações bioquímicas, que apresentam um AG 
positivo, é seu acoplamento à quebra de ligações de alta energia caracteri- 
zadas por AG negativo de valor absoluto maior. Assim, durante a síntese de 
proteínas, a formação de cada ligação peptídica (AG = +0,5 kcal/mol) é aco- 
plada à quebra de ATP em AMP e pirofosfato, que tem um AG de —8 kcal/mol 
(ver Equação 3-11). O resultado é um AG líquido de —7,5 kcal/mol, mais do 
que suficiente para assegurar que o equilíbrio favoreça a síntese proteica, em 
vez de sua degradação. 


ATIVAÇÃO DE PRECURSORES NAS REAÇÕES 
DE TRANSFERÊNCIA DE GRUPOS 


Quando o ATP é hidrolisado a ADP e fosfato, a maior parte da energia livre é 
liberada como calor. Como a energia do calor não pode ser utilizada para ge- 
rar ligações covalentes, uma reação acoplada não pode ser o resultado de duas 
reações completamente separadas, uma com um AG positivo, e outra com um 
AG negativo. Em vez disso, uma reação acoplada é realizada por duas ou mais 
reações sucessivas. Estas são sempre reações de transferência de grupos: 
reações que não envolvem oxidações ou reduções, nas quais as moléculas tro- 
cam grupos funcionais. As enzimas que catalisam essas reações são chamadas 
de transferases. Considere-se a reação 


(A) + (B-Y) > (A-B) + (X-Y). [Equação 3-13] 
Nesse exemplo, o grupo X é permutado com o componente B. As reações 
de transferência de grupos são arbitrariamente definidas para excluir a água 
como participante. Quando a água está envolvida, 


(A—B) + (H—OH) > (A—OH) + (B—H): [Equação 3-14] 
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Essa reação é chamada de hidrólise, e as enzimas envolvidas são chamadas de 
hidrolases. 

As reações de transferência de grupos que interessam aqui são as que en- 
volvem grupos unidos por ligações de alta energia. Quando um grupo de alta 
energia desse tipo é transferido para uma molécula receptora apropriada, ele 
é ligado à molécula receptora por uma ligação de alta energia. Assim, a trans- 
ferência de grupos permite a transferência de ligações de alta energia de uma 
molécula para outra. Por exemplo, as Equações 3-15 e 3-16 mostram como 
a energia presente no ATP é transferida formando GTP, um dos precursores 


utilizados na síntese de RNA: 
Adenosina—®~@~Q +Guanosina—O -> 

Adenosina—O (9 + Guanosina—-O-O, [Equação 3-15] 
Adenosina—®~@~Q + Guanosina—O-O — 

Adenosina—®~Q + Guanosina—O-0-O. [Equação 3-16] 


O grupo de alta energia ()-( do GTP permite que ele seja espontaneamente 
unido a outra molécula. O GTP é, portanto, um exemplo de molécula ati- 
vada; da mesma maneira, o processo de transferência de um grupo de alta 
energia é chamado de ativação de grupo. 


Versatilidade do ATP na transferência de grupos 


A síntese de ATP desempenha uma função central no recrutamento controla- 
do da energia oriunda das moléculas que atuam como doadoras de energia. 
Tanto na fosforilação oxidativa como na fosforilação fotossintética, energia é 
utilizada para sintetizar ATP a partir de ADP e fosfato: 


Adenosina—@~Q + Ọ + energia > 
Adenosina—O-D-O. [Equação 3-17) 


Como o ATP é o receptor biológico original dos grupos de alta energia, ele deve 
ser o ponto de partida para inúmeras reações em que os grupos de alta energia 
são transferidos a moléculas de baixa energia, fornecendo-lhes o potencial para 
reagir espontaneamente. A função central do ATP baseia-se no fato de ele conter 
duas ligações de alta energia, cuja quebra libera grupos específicos. Isso pode 
ser observado na Figura 3-15, que mostra três grupos importantes produzidos a 
partir do ATP: @ ~ (), um grupo pirofosfato; “AMP, um grupo adenosil-mo- 
nofosfato; e ~ (), um grupo fosfato. É importante ressaltar que esses grupos de 
alta energia mantêm suas qualidades de alta energia apenas quando transferidos 
a uma molécula receptora apropriada. Por exemplo, embora a transferência de 
um grupo ~ () para um grupo COO origine um grupo acilfosfato COO ~ @ 
de alta energia, a transferência do mesmo grupo para uma hidroxila de um açú- 
car (—C—0H), como na formação de glicose-6-fosfato, origina uma ligação de 
baixa energia (redução de menos de 5 kcal/mol no AG após a hidrólise). 


Ativação de aminoácidos pela ligação de AMP 


Um aminoácido é ativado pela transferência de um grupo AMP do ATP para o 
grupo COO” do aminoácido, como demonstrado a seguir por 


Li ta 
Wee? + menna —0-0-0—> une? 9-0 
= Ed | O -(D —Adenosina. 


[Equação 3-18] 
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FIGURA 3-15 Importantes transferências de grupo envolvendo ATP. 


(Na equação, R representa o grupo lateral específico do aminoácido.) As enzi- 
mas que catalisam esse tipo de reação são chamadas aminoacil-sintetases. 
Após a ativação, um aminoácido (AA) é termodinamicamente capaz de ser 
utilizado de maneira eficiente na síntese proteica. Ainda assim, os complexos 
AA~AMP não são os precursores diretos das proteinas. Na verdade, como será 
explicado no Capítulo 15, uma segunda transferência de grupo é necessária 
para transferir o aminoácido com o grupo carboxílico ativado à extremidade 
de uma molécula de tRNA: 


AA ~ AMP + tRNA — AA ~ tRNA + AMP. [Equação 3-19) 


A seguir, uma ligação peptídica é formada pela condensação da molécula 
AA-tRNA à extremidade de uma cadeia polipeptídica crescente: 


AA ~ tRNA + cadeia polipeptídica crescente (com n aminoácidos) -> 
tRNA + cadela polipeptídica crescente (com n + 1 aminoácidos). 
[Equação 3-20) 


A etapa final dessa “reação de acoplamento”, como em todas as outras reações 
de acoplamento, envolve, necessariamente, a remoção do grupo ativador e a 
conversão de uma ligação de alta energia em uma ligação com energia livre 
menor de hidrólise, Essa é a origem do AG negativo que promove a reação na 
direção da síntese proteica. 


Precursores de ácidos nucleicos são 
ativados pela presença de O ~ Q 


Ambos os tipos de ácidos nucleicos, DNA e RNA, são formados a partir de 
monômeros mononucleotídicos, também chamados nucleosídeos fosfata- 
dos. Mononucleotídeos, no entanto, são termodinamicamente ainda menos 
prováveis de se combinar do que os aminoácidos. Isso ocorre porque as liga- 
ções fosfodiéster que unem os primeiros liberam energia livre considerável 
com a hidrólise (-6 kcal/mol). Isso significa que os ácidos nucleicos hidroli- 
sarão espontaneamente, sob uma taxa lenta, em mononucleotídeos. Portan- 
to, o uso de precursores ativados na síntese de ácidos nucleicos é ainda mais 
importante do que na síntese proteica. 
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Os precursores imediatos para o DNA e o RNA são os nucleosídeos-5'- 
trifosfatados. Para o DNA, esses precursores são dATP, dGTP, dCTP e dTTP 
(d corresponde a desoxi); no RNA, os precursores são ATP, GTP, CTP e UTP. 
O ATP, portanto, não apenas serve como a principal fonte de grupos de alta 
energia em reações de transferência de grupos, como também é, ele próprio, 
um precursor direto para o RNA. Os outros três precursores do RNA são for- 
mados por reações de transferência de grupos, como as descritas nas Equações 
3-15 e 3-16. Os desoxitrifosfatos são formados basicamente da mesma ma- 
neira: após a síntese dos desoximononucleotídeos, eles são transformados na 
forma trifosfatada pela transferência de grupos do ATP: 


Desoxinucleosídeo—() + ATP > 
Desoxinucleosídeo—®~Q@ + ADP, [Equação 3-21] 


Desoxinucleosídeo—()—(D + ATP > 
Desoxinucleosíde — 0-0 + ADP. [Equação 3-22] 


Esses trifosfatos podem, agora, ser unidos por ligações fosfodiéster, formando 
polinucleotídeos. Nessa reação de transferência de grupos, uma ligação piro- 
fosfato é rompida e um grupo pirofosfato é liberado: 


Desoxinucleosideo—O-D-O 
+ cadeia polinucleotídica crescente (com n nucleotídeos), [Equação 3-23] 


— Ọ@~Ọ + cadeia polinucleotídica crescente (n + 1 nucleotídeos). 


Essa reação, ao contrário da que forma ligações peptídicas, não possui um AG 
negativo. Na verdade, o AG é levemente positivo (~0,5 kcal/mol). Essa situa- 
ção levanta imediatamente a questão, já que os polinucleotídeos obviamente 
são gerados: qual é a fonte de energia livre necessária? 


O valor da liberação de Ọ ~ Ọ na 
síntese dos ácidos nucleicos 


A energia livre necessária é obtida a partir da separação do grupo pirofosfato 
de alta energia, formado simultaneamente com a ligação fosfodiéster de alta 
energia. Todas as células contêm uma enzima muito eficaz, a pirofosfatase, 
que quebra as moléculas de pirofosfato logo após sua formação: 


0-0 ->20 (4G = -7 kcal=mol): [Equação 3-24) 


O alto valor negativo de AG significa que a reação é, efetivamente, irre- 
versível. Isso implica que, uma vez rompida a ligação @~@, ela nunca mais 
será formada. 

A união dos grupos de nucleosídeos monofosfatados (Equação 3-21), 
acoplada à separação dos grupos pirofosfatos (Equação 3-24), apresenta uma 
constante de equilíbrio determinada pelos valores combinados de AG das 
duas reações: (0,5 kcal/mol) + (-7 kcal/mol). O valor resultante (AG = -6,5 
kcal/mol) indica que os ácidos nucleicos praticamente nunca serão rompidos 
e, portanto, não irão restaurar os nucleosídeos trifosfatados precursores. 

Observa-se aqui um ótimo exemplo de que a variação da energia livre que 
acompanha um grupo de reações é, frequentemente, o fator determinante para 
a ocorrência ou não de uma reação. Reações com valores de AG positivos e 
pequenos, que por si só nunca ocorreram, são, frequentemente, parte de vias 
metabólicas importantes, e seguidas por reações com valores de AG bastante 
negativos. É importante lembrar sempre que uma reação simples (ou mesmo 
uma via simples) nunca ocorre isoladamente; e que, na verdade, a natureza do 
equilíbrio é constantemente alterada pela adição e remoção de metabólitos. 
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A quebra da ligação () ~ Q caracteriza a 
maioria das reações biossíntéticas 


A síntese de ácidos nucleicos não é a única reação em que a direção é deter- 
minada pela liberação e quebra de ()—(2. De fato, praticamente todas as 
reações biossintéticas são caracterizadas por uma ou mais etapas que liberam 
grupos pirofosfato. Considere-se, por exemplo, a ativação de um 

pela ligação de AMP. Por si só, a transferência de uma ligação de alta energia 
do ATP para o complexo AA — AMP possui um AG levemente positivo. Por- 
tanto, são a liberação e a separação do grupo pirofosfato terminal do ATP que 
fornecem o AG negativo necessário para dirigir a reação. 

A grande vantagem da quebra do pirofosfato é nitidamente demonstrada 
quando são considerados os problemas que surgiriam se uma célula tentasse 
sintetizar ácidos nucleicos a partir de nucleosídeos difosfatados, em vez de 
trifosfatados (Fig. 3-16). 

O fosfato, e não o pirofosfato, seria liberado à medida que as ligações 
fosfodiéster da cadeia fossem formadas. As ligações fosfodiéster, porém, não 


cadeia em crescimento 
(comprimento n+ 1) 


cadeia em crescimento 
(comprimento n +2) 
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FIGURA 3-16 Dois cenários para a biossintese de ácidos nucleicos. (2) Sintese de ácidos nudeicos usando nucleosideos difosfata- 


dos. (b) Sintese de ácidos nucleicos usando nucieosídeos trifosfatados. 
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são estáveis na presença de quantidades significativas de fosfato, uma vez que 
são formadas sem uma liberação significativa de energia livre. Assim, a reação 
biossintética seria facilmente reversível; se o fosfato se acumulasse, a reação 
poderia ser deslocada na direção de degradação do ácido nucleico, de acordo 
com a lei de ação das massas. Além disso, a remoção de grupos fosfato logo 
após sua liberação na reação (impedindo, dessa forma, essa reação reversa) 
não é viável para uma célula, uma vez que todas as células necessitam de uma 
quantidade interna significativa de fosfato para seu crescimento. Em contra- 
partida, uma sequência de reações que liberam pirofosfato e logo a seguir o 
degradam em dois fosfatos desconecta a liberação de fosfato da reação de 
biossíntese de ácidos nucleicos, impedindo a possibilidade de reversão da rea- 
ção biossintética (ver Fig. 3-16). Em consequência, seria muito difícil acumu- 
lar fosfato em quantidade suficiente na célula para promover ambas as rea- 
ções, na direção reversa ou degradativa. Está claro que o uso de nucleosídeos 
trifosfatados como precursores dos ácidos nucleicos não foi obra do acaso. 
Esse mesmo tipo de argumento explica por que o ATP, e não o ADP, é o 
principal grupo doador de alta energia em todas as células. A princípio, essa 
preferência pareceu arbitrária aos bioquímicos. Atualmente, entretanto, vê-se 
que diversas reações que utilizam o ADP como doador de energia poderiam 


ocorrer igualmente bem em ambas as direções. 


RESUMO 


Diversos eventos químicos importantes nas células não en- 
volvem a formação ou o rompimento de ligações covalentes. 
A localização celular da maioria das moléculas depende de for- 
ças atrativas ou repulsivas, fracas ou secundárias. Além disso, as 
ligações fracas são importantes na determinação do formato de 
muitas moléculas, especialmente das moléculas muito grandes. 
As forças fracas mais importantes são as ligações de hidrogênio, 
interações de van der Waals, ligações hidrofóbicas e ligações iô- 
nicas, Mesmo que essas forças sejam relativamente fracas, elas 
ainda são fortes o suficiente para garantir que moléculas (ou 
grupos atômicos) definidas interajam umas com as outras. Por 
exemplo, a superfície de uma enzima apresenta um formato 
único para permitir a atração específica de seus substratos. 

A formação de todas as ligações químicas — sejam interações. 
fracas ou ligações covalentes fortes — ocorre de acordo com as 
leis da termodinâmica. Uma ligação tenderá a ser formada quan- 
do resultar em liberação de energia livre (AG negativo). Para que 
a ligação seja rompida, deve ser fornecida essa mesma quanti- 
dade de energia livre. Como à formação de ligações covalentes 
entre os átomos normalmente envolve um AG negativo mui- 
to elevado, átomos ligados de maneira covalente raramente se 
separam espontaneamente. Em contrapartida, os valores de AG 
envolvidos na formação de ligações fracas são apenas algumas 
vezes maiores que a energia térmica média das moléculas em 
temperaturas fisiológicas. Ligações fracas individuais, são, por- 
tanto, continuamente formadas e rompidas nas células vivas. 

As moléculas que apresentam grupos polares (carregadas) 
interagem de maneira diferente das moléculas apolares (nas 
quais a carga está simetricamente distribuída). As molécu- 
las polares podem formar ligações de hidrogênio, enquanto 
as moléculas apolares formam apenas interações de van der 
Waals. A molécula polar mais importante é a água. Cada mo- 
lécula de água pode formar quatro ligações de hidrogênio com 
outras moléculas de água. Enquanto as moléculas polares são 
normalmente solúveis em água (em vários níveis), as molécu- 
las apolares são insolúveis, porque não podem formar ligações 
de hidrogênio com as moléculas de água. 


Cada molécula apresenta uma forma molecular única, 
que limita o número de moléculas com as quais pode esta- 
belecer ligações secundárias fortes. As interações secundárias 
fortes requerem uma relação complementar (chave-fechadura) 
entre as duas superfícies ligantes, além do envolvimento de 
muitos átomos. Embora moléculas unidas por uma ou duas 
ligações secundárias frequentemente se separem, um grupo 
dessas ligações fracas pode resultar em um agregado estável. 
O fato de a dupla-hélice de DNA nunca se separar espontanea- 
mente ilustra a extraordinária estabilidade possível para esse 
tipo de arranjo. 

A biossíntese de muitas moléculas parece, à primeira vis- 
ta, violar a lei da termodinâmica que postula que reações es- 
pontâneas sempre envolvem uma diminuição da energia livre 
(AG é negativo). Por exemplo, a formação de proteínas a partir 
de aminoácidos possui um AG positivo. Esse paradoxo é re- 
movido quando se percebe que as reações biossintéticas não 
prosseguem como inicialmente postulado. As proteínas, por 
exemplo, não são formadas a partir de aminoácidos livres. Em 
vez disso, os precursores são primeiramente convertidos enzi- 
maticamente em moléculas ativadas de alta energia, as quais, 
na presença de uma enzima específica, se unem de maneira 
espontânea para formar o produto biossintético desejado. 

Muitos processos biossintéticos são, portanto, o resulta- 
do de reações “acopladas”; a primeira reação fornece a ener- 
gia que permite a ocorrência espontânea da segunda reação. 
A fonte primária de energia nas células é o ATP. Este é for- 
mado a partir de ADP e fosfato inorgânico, durante reações 
de degradação (como a fermentação e a respiração) e durante 
a fotossíntese. O ATP contém várias ligações de alta energia, 
cujas hidrólises apresentam um valor elevado de AG negati- 
vo. Os grupos unidos por ligações de alta energia são chama- 
dos de grupos de alta energia. Os grupos de alta energia podem 
ser transferidos para outras moléculas por meio de reações de 
transferência de grupo, originando, assim, novos compostos 
de alta energia. Essas moléculas de alta energia formadas são 
os precursores imediatos de diversas vias biossintéticas. 


Capítulo 3. A Importância das Ligações Químicas Fracas e Fortes 75 


Os aminoácidos são ativados pela adição de um grupo 
AMP, produzido a partir do ATP, formando uma molécula AA 
~ AMP. A energia da ligação de alta energia na molécula AA 
— AMP é semelhante à de uma ligação de alta energia do ATP. 
Entretanto, a reação de transferência de grupo pode ocorrer 
porque a molécula @ ~ @ de alta energia, criada quando a 
molécula AA — AMP é formada, é degradada pela enzima pi- 
rofosfatase, gerando grupos de baixa energia. Assim, a reação 
reversa, () ~ Ọ + AA ~ AMP — ATP + AA, não pode ocorrer. 
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Para respostas de questões de número par, ver Apêndice 2: Respostas. 


Questão 1. Quais são os tipos de ligações possíveis entre 
duas macromoléculas? 


Questão 2. (Verdadeira ou Falsa. Se for falsa, reescreva a fra- 
se com a informação correta.) Enzimas reduzem o AG de uma 
reação. 


Questão 3. (Verdadeira ou Falsa. Se for falsa, reescreva a fra- 
se com a informação correta.) Ligações iônicas e ligações de 
hidrogênio são mais fortes do que ligações de van der Waals. 


Questão 4. (Verdadeira ou Falsa. Se for falsa, reescreva a fra- 
se com a informação correta.) A 25°C, uma alteração de 10 
vezes na K, corresponde a uma alteração de 10 vezes no AG. 


Questão 5. Revise a Tabela 3-5. Que processos celulares im- 
portantes envolvem a reação de quebra de um nucleosídeo 
trifosfato em um nuclcosídeo monofosfato e pirofosfato, bem 
como a quebra de pirofosfato em dois fosfatos? Por que o AG 
dessas reações é significativo para esses processos? 


Questão 6. Qual é o tipo primário de ligação responsável 

por cada uma das seguintes interações: 

A. Uma fita de DNA interagindo com outra fita de DNA no 
DNA dupla-fita. 


B. Um dipeptídeo de dois aminoácidos. 
Questão 7. Descreva a estrutura geral de moléculas de água 


sob temperaturas abaixo de zero versus a 25ºC, e cite os princi- 
pais tipos de ligação entre as moléculas de água. 
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Questão 8, Defina moléculas polares e apolares em termos 
de momentos de dipolo. As ligações de van der Waals ocorrem 
entre moléculas polares ou apolares? 


Questão 9. Calcule o valor de K, a 25°C, dado o AG de -12 
kcal/mol para a hidrólise de PEP em piruvato e um fosfato. 


Questão 10. Dada a equação AB + energia é» A + B, calcule 
a concentração de A no equilíbrio se K., = 8,0 x 10° mM, [B] 
= 2 mM e [AB] = 0,5 mM (em que [x] significa “concentração 
dex”). 


Questão 11. A estrutura de uma base nitrogenada está re- 
presentada a seguir. Considerando esta estrutura sozinha (não 
no contexto do DNA ou do RNA), quantas possíveis ligações 
de hidrogênio aceptoras estão presentes? Quantas possíveis li- 
gações de hidrogênio doadoras estão presentes? 


o 
k 
A? 


Questão 12. Glutamato + NH, +» glutamina + H,O AG = 
+3,4 kcal/mol. 

O acoplamento dessa reação à hidrólise de ATP permitiria 
o favorecimento da formação de glutamina? Explique por que 
ou por que não. Escreva a reação geral. 


HN 


Questão 13. Explique por que são usados nucleosídeos 
trifosfatados, e não nucleosídeos difosfatados, na síntese de 
DNA. 


Questão 14. Pesquisadores estudaram as interações entre 
proteínas e DNA em mais de 100 complexos proteina-DNA. 
A tabela a seguir fornece um conjunto extraído destes dados: a 
distribuição de ligações de hidrogênio únicas entre uma base e 


Bases do DNA 
Aminoácidos Timina Citosina Adenina Guanina 
Arginina 5 4 7 2 
Slutamato -= n = 1 
Triptotano — — ma = 


A. Explique por que os pesquisadores não encontraram liga- 
ções de hidrogênio únicas entre o triptofano e qualquer 
das bases do DNA. 


B. Explique por que os pesquisadores encontraram ligações 
de hidrogênio únicas entre o glutamato e algumas das ba- 
ses do DNA. 


€. Existe uma preferência da arginina por uma das bases do 
DNA? 


Dados adaptados de Luscombe et al. (2001, Nucleic Acids 
Res, 29: 2860-2874). 


CAPÍTULO 4 


A Estrutura do DNA 


DESCOBERTA DE QUE O DNA É A MOLÉCULA GENÉTICA PRIMORDIAL que contém 
toda a informação hereditária nos cromossomos atraiu imediatamen- 


te a atenção para sua estrutura. Esperava-se que o conhecimento da 
estrutura do DNA revelasse como ele transporta as mensagens genéticas que 
são replicadas quando os cromossomos se dividem produzindo duas cópias 
idênticas. No fim da década de 1940 e início da de 1950, vários grupos de 
pesquisa nos Estados Unidos e na Europa buscaram, com grande empenho 
- ao mesmo tempo cooperativo e competitivo -, entender como os átomos 
do DNA são mantidos unidos por ligações covalentes e como as moléculas 
resultantes estão organizadas no espaço tridimensional. Não é de surpreender 
que, na época, existissem ideias de que o DNA pudesse apresentar estruturas 
muito complicadas e talvez até bizarras, que difeririam radicalmente de um 
gene para outro. Foi um grande alívio, e uma alegria geral, descobrir que a 
estrutura fundamental do DNA é uma dupla-hélice. Essa descoberta indicava 
que todos os genes apresentam basicamente a mesma forma tridimensional 
e que as diferenças entre dois genes encontram-se na ordem e no número de 
seus quatro nucleotídeos constituintes ao longo das fitas complementares. 

Atualmente, mais de 50 anos após a descoberta da dupla-hélice, essa des- 
crição simples do material genético continua a ser verdadeira, e não foi ne- 
cessário fazer grandes alterações para acomodar as novas descobertas. Apesar 
disso, constatou-se que a estrutura do DNA não é tão uniforme como pri- 
meiramente se imaginou. Por exemplo, os cromossomos de alguns vírus pe- 
quenos são moléculas de fita simples e não dupla. Além disso, a orientação 
precisa dos pares de bases varia levemente para cada par de base, influenciada 
pela sequência local de DNA. Algumas sequências de DNA até permitem que 
a dupla-hélice se enrole para o lado esquerdo, oposto ao lado direito original- 
mente formulado para a estrutura geral do DNA. E, enquanto algumas molé- 
culas de DNA são lineares, outras são circulares. Uma complexidade adicional 
também resulta do superenrolamento (torção adicional) da dupla-hélice, fre- 
quentemente em torno de centros de proteinas ligadoras de DNA. Claramen- 
te, a estrutura do DNA é mais rica e mais complexa do que originalmente 
imaginado. De fato, não existe uma estrutura genérica para o DNA. Como 
será visto neste capítulo, existem, de fato, variações de temas estruturais co- 
muns que surgem a partir de propriedades físicas, químicas e topológicas úni- 
cas da cadeia polinucleotídica, 


SUMÁRIO 


Estrutura do DNA, 78 


Topologia do DNA, 93 
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FIGURA 4-1 Estrutura helicoidal 
do DNA. (a) Modelo esquemático da 
dupla-hélice. Uma volta da hélice (34 À 
ou 3,4 nm) contém aproximadamente 
10,5 pares de bases. (b) Modelo de preen- 
chimento da dupla-hélice. O açúcar e os 
resíduos de fosfato em cada fita formam 
o esqueleto, o qual está representado por 
circulos amarelos, cinzas e cor de laran- 
ja, mostrando a torção helicoidal geral 
da molécula. As bases projetam-se para o 
lado interno, mas estão acessíveis através 
das fendas maior e menor. 


ESTRUTURA DO DNA 


O DNA é composto por cadeias polinucleotídicas 


A característica mais importante do DNA é que, normalmente, ele é composto 
por duas cadeias polinucleotídicas enroladas uma ao redor da outra na 
forma de uma dupla-hélice (Fig. 4-1). A Figura 4-1a apresenta a estrutura da 
dupla-hélice de maneira esquemática. É possível notar que, se for invertida 
em 180° (p. ex., se o livro for virado de cabeça para baixo), a dupla-hélice pa- 
recerá superficialmente a mesma, devido à natureza complementar das duas 
fitas do DNA. O modelo de preenchimento de espaço da dupla-hélice, na 
Figura 4-1b, mostra os componentes da molécula de DNA e suas posições re- 
Jativas na estrutura helicoidal. O esqueleto de cada fita da hélice é composto 
por resíduos alternados de açúcar e fosfato; as bases projetam-se para o inte- 
tior, mas estão acessíveis através das fendas maior e menor. 

Inicia-se considerando a natureza do nucleotídeo, o bloco construtor 
fundamental do DNA. O nucleotídeo consiste em um fosfato ligado a um 
açúcar, conhecido como 2'-desoxirribose, ao qual uma base está ligada. 
O fosfato e o açúcar possuem as estruturas apresentadas na Figura 4-2. O açú- 
car é chamado de 2'-desoxirribose porque não possui um grupo hidroxila 
na posição 2º (apenas dois hidrogênios). Observe que as posições no açúcar 
são designadas com apóstrofos, para distingui-las das posições das bases (ver 
discussão a seguir). 

Pode-se visualizar como as bases são ligadas à 2'-desoxirribose imaginan- 
do a remoção de uma molécula de água entre o grupo hidroxila do carbono 
1º do açúcar e da base, formando uma ligação glicosídica (Fig. 4-2). Apenas 
o açúcar e a base, ligados, são chamados de nucleosídeo. Da mesma forma, 
pode-se imaginar a ligação do fosfato à 2'-desoxirribose pela remoção de uma 
molécula de água entre o fosfato e o grupo hidroxila do carbono 5”, forman- 
do um 5'-fosfomonoéster. A adição de um grupo fosfato (ou mais de um) a 
um nucleosídeo dá origem a um nucleotídeo. Assim, um nucleotídeo é 
formado por uma ligação glicosídica entre a base e o açúcar, e uma ligação 
fosfoéster, entre o açúcar e o ácido fosfórico (Tab. 4-1). 


=10,5 pares de bases 


ELO 


1 vota helicoidal 
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Os nucleotídeos são, por sua vez, ligados entre si nas cadelas polinucleo- 
tídicas por meio do grupo 3'-hidroxila da 2'-desoxirribose de um nucleotídeo 
e o fosfato ligado ao grupo 5'-hidroxila do outro nucleotídeo (Fig. 4-3). Essa 
é uma ligação fosfodiéster, na qual o grupo fosforil entre os dois nucleo- 
tídeos possui um açúcar esterificado a ele por meio de um grupo 3'-hidroxila 
e um segundo açúcar esterificado a ele por meio de um grupo 5'-hidroxila. 
As ligações fosfodiéster criam o esqueleto repetitivo de açúcar-fosfato da ca- 
deia polinucleotídica, uma característica regular do DNA. Em contrapartida, 
a ordem das bases ao longo da cadeia polinucleotídica é irregular. Essa irregu- 
laridade, junto com o comprimento extenso, constituem a base do enorme 
conteúdo informacional do DNA. 

As ligações fosfodiéster conferem uma polaridade inerente à cadeia de 
DNA. Essa polaridade é definida pela assimetria dos nucleotídeos e pela 
maneira como eles estão unidos. As cadeias de DNA apresentam um grupo 
5'-fosfato ou um grupo 5'-hidroxila livre em uma extremidade, e um grupo 
3'fosfato ou 3'-hidroxila livre na outra extremidade. Convencionou-se escre- 
ver as sequências de DNA da extremidade 5' (à esquerda) para a extremidade 
3, geralmente com um 5'-fosfato e uma 3-hidroxila. 


TABELA 4-1 Adenina e compostos relacionados 


Nucleosídeo 
Nucieotídeo 2-desoxiadenosina 
Base adenina  2'-desoxiadenosina 5'-fosfato 
Estrutura na nm f 
o—P-— om 
| D, ferina 
N N - 
há à “ 
Hoc, de H 
À H 
o n 


Massa molecular 1351, 251,2 312 


FIGURA 4-2 Formação de nu- 
cleotídeo pela remoção da água. 
Os números dos átomos de carbono na 
2"-desoxirribose estão marcados em ver- 
melho. 
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FIGURA 4-4 Purinas e pirimidinas. 
As linhas pontilhadas indicam os sítios 
de ligação das bases aos açúcares. Para 
simplificação, os átomos de hidrogênio 
foram omitidos dos açúcares e das bases 
nas figuras subsequentes, exceto onde 
eram necessários à ilustração. 


Cu; 


5p: 


o 
Cr 
a” 
o `o 
FA 


FIGURA 4-3 Estrutura detalhada do polímero polinucleotídico. A estrutura mos- 
tra o pareamento de bases entre purinas (em azul) e pirimidinas (em amareio), e as ligações 
fosfodiéster do esqueleto. (Adaptada de Dickerson R.E. 1983, Sci. Am. 249; 94, Ilustração de 
Irving Geis. Imagem de Irving Geis Collection/Howard Hughes Medical Institution. Não pode ser 
reproduzida sem permissão.) 


Cada base apresenta uma forma tautomérica preferencial 


As bases do DNA são anéis heterocíclicos planos, compostos por átomos de 
carbono e hidrogênio. As bases classificam-se em dois tipos, purinas e piri- 
midinas. As purinas são a adenina e a guanina, e as pirimidinas são a ci- 
tosina e a timina. As purinas derivam da estrutura de dois anéis, mostrada 
na Figura 4-4. Adenina e guanina compartilham essa estrutura essencial mas 
com diferentes grupos ligados. Da mesma forma, a citosina e a timina são va- 
riações da estrutura de um único anel, mostrada na Figura 4-4. A figura tam- 
bém apresenta a numeração das posições nos anéis de purina e de pirimidina. 
As bases estão ligadas à desoxirribose por uma ligação glicosídica pelo N1, nas 
pirimidinas, ou pelo N9, nas purinas. 

Cada uma das bases existe em dois estados tautoméricos alternativos, 
os quais estão em equilíbrio entre si. O equilíbrio é bastante deslocado para 
o lado das estruturas convencionais mostradas na Figura 4-4, que represen- 
tam os estados predominantes e importantes para o pareamento de bases. Os 
átomos de nitrogênio ligados aos anéis das purinas e das pirimidinas estão na 
forma amino no estado predominante e raramente assumem a configuração 
imino. Da mesma forma, os átomos de oxigênio ligados à guanina e à timina 
normalmente estão na forma ceto e raramente assumem a configuração enol. 
Como exemplos, a Figura 4-5 mostra a tautomerização da citosina na forma 
imino (Fig. 4-5a) e da guanina na forma enol (Fig. 4-Sb). Como será visto, a 
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capacidade de formar tautômeros alternativos é uma frequente fonte de erros 
durante a síntese do DNA. 


As duas fitas da dupla-hélice são enroladas 
uma na outra em orientação antiparalela 


A dupla-hélice consiste em duas cadeias polinucleotídicas alinhadas em orien- 
tações opostas. As duas cadeias possuem à mesma geometria helicoidal, mas 
apresentam orientações 5'-3' opostas. Isto é, a orientação 5'-3' de uma cadeia 
é antiparalela à orientação 5'-3' da outra fita, como representado nas Figuras 
4-1 e 4-3, As duas cadeias interagem uma com a outra pelo pareamento entre 
as bases, com a adenina de uma cadeia pareando com a timina da outra ca- 
deia e, da mesma forma, a guanina pareando com a citosina. Portanto, a base 
na extremidade 5' de uma fita pareia com a base na extremidade 3' da outra 
fita. A orientação antiparalela da dupla-hélice é uma consequência estereo- 
química do modo pelo qual a adenina e a timina, e a guanina e a citosina, 
pareiam umas com as outras. 


As duas cadeias da dupla-hélice apresentam 
sequências complementares 


O pareamento entre a adenina e a timina, e entre a guanina e a citosina, re- 
sulta em uma relação de complementaridade entre a sequência das bases nas 
duas cadeias entrelaçadas e fornece ao DNA seu caráter autocodificador. Por 
exemplo, se a sequência 5-ATGTC-3' ocorre em uma cadeia, a cadeia oposta 
deverá apresentar a sequência complementar 3-TACAG-S'. 

A rigidez das regras neste pareamento de “Watson-Crick” deriva tanto 
da complementaridade da forma quanto das propriedades para formar liga- 
ções de hidrogênio entre a adenina e a timina e entre a guanina e a citosina 
(Fig. 4-6). A adenina e a timina combinam-se de maneira que uma ligação de 
hidrogênio pode ser formada entre o grupo amino exocíclico de C6 da ade- 
nina e o grupo carbonila de C4 da timina; e, da mesma maneira, uma ligação 
de hidrogênio pode ser formada entre N1 da adenina e N3 da timina. Um 
arranjo correspondente pode ser feito entre uma guanina e uma citosina, de 
maneira que há ligações de hidrogênio e complementaridade de forma nesse 


FIGURA 4-5 Tautômeros de bases. 
Os tautomerismos amino = imino e ceto 
= enol. (a) A citosina está normalmente 
na forma amino, e raramente assume a 
configuração imino. (b) A guanina está 
normalmente na forma ceto, e é raramen- 
te encontrada na configuração enol. 
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FIGURA 4-6 Pares de bases A:T e 
G:C. A figura mostra a formação de liga- 
ções de hidrogênio entre as bases, 
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par de bases também. Um par de bases G:C possui três ligações de hidrogênio, 
pois o NH, exocíclico do C2 da guanina encontra-se em posição oposta à 
carbonila do C2 da citosina, e pode interagir com ela formando uma ligação 
de hidrogênio. Da mesma maneira, uma ligação de hidrogênio pode ser for- 
mada entre o N1 da guanina e o N3 da citosina, e entre a carbonila no C6 da 
guanina e o NH, exocíclico do C4 da citosina. O pareamento de bases do tipo 
Watson-Crick necessita que as bases estejam em seus estados tautoméricos 
preferenciais. 

Uma característica importante da dupla-hélice é que os dois pares de 
bases apresentam exatamente a mesma geometria; a presença de um par de 
bases A:T ou um G:C entre os dois açúcares não perturba a disposição dos 
açúcares, porque a distância entre os pontos de ligação do açúcar é a mesma 
para ambos os pares de bases. O mesmo acontece com os pares de bases TA 
ou C:G. Em outras palavras, existe um eixo de simetria aproximadamente 
duplo que relaciona os dois açúcares, e os quatro pares de bases podem ser 
acomodados dentro da mesma disposição sem qualquer distorção na estru- 
tura geral do DNA. Além disso, os pares de bases podem ser empilhados em 
cima uns dos outros entre os dois esqueletos helicoidais de açúcar-fosfato. 
Assim, a irregularidade na ordem dos pares de bases do DNA está embutida 
em uma arquitetura global que é relativamente regular. Isso contrasta com as 
proteínas (ver Cap. 6), nas quais a ordem irregular dos aminoácidos resulta 
em uma diversidade enorme de estruturas proteicas. 


A dupla-hélice é estabilizada por pareamento 
de bases e empilhamento de bases 


As ligações de hidrogênio entre as bases complementares são uma caracterís- 
tica essencial da dupla-hélice, contribuindo para sua estabilidade termodiná- 
mica e para a especificidade do pareamento de bases. Pode não parecer que 
as ligações de hidrogênio, à primeira vista, contribuam de maneira impor- 
tante para a estabilidade do DNA pela seguinte razão: uma molécula orgânica 
em solução aquosa tem suas propriedades de ligação por ligações de hidro- 
gênio satisfeitas pelas moléculas de água que vêm e vão muito rapidamente, 
Como resultado, para cada ligação de hidrogênio que é formada quando um 
par de bases é constituído, ocorre o rompimento de uma das ligações de 
hidrogênio já existentes, antes da formação do par de bases, com a água. 
Assim, a contribuição energética líquida das ligações de hidrogênio para a 
estabilidade da dupla-hélice poderia parecer modesta. Entretanto, quando 
as fitas polinucleotídicas estão separadas, moléculas de água estão alinhadas 
sobre as bases. Quando as fitas formam a dupla-hélice, moléculas de água são 
deslocadas das bases. Isso cria desordem e aumenta a entropia, dessa forma 
estabilizando a dupla-hélice. As ligações de hidrogênio não são a única força 
que estabiliza a dupla-hélice. 

Uma segunda contribuição importante vem das interações de empilha- 
mento entre as bases. As bases são moléculas planares, relativamente insolúveis 
em água, e tendem a se empilhar umas sobre as outras, aproximadamente em 
posição perpendicular à direção do eixo helicoidal. As interações das nuvens 
de elétrons (1-1) entre as bases nas pilhas helicoidais contribuem de forma sig- 
nificativa para a estabilidade da dupla-hélice. As bases empilhadas são atraídas 
umas às outras por dipolos transientes induzidos entre as nuvens de elétrons, 
um fenômeno conhecido como interações de van der Waals. O empillhamen- 
to das bases também contribui para a estabilidade da dupla-hélice, um efeito 
hidrofóbico. Resumidamente, moléculas de água interagem de maneira mais 
favorável entre si do que com as superfícies “gordurosas” ou hidrofóbicas das 
bases. Essas superfícies hidrofóbicas são escondidas pelo empilhamento das ba- 
ses na dupla-hélice (em comparação com a relativa falta de empilhamento no 
DNA de fita simples), minimizando a exposição da superfície das bases a molé- 
culas de água, e diminuindo, assim, a energia livre da dupla-hélice. 
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A formação de ligações de hidrogênio é importante 
para a especificidade do pareamento de bases 


Como se viu, as ligações de hidrogênio por si só não contribuem de maneira 
importante para a estabilidade do DNA. Entretanto, a formação de ligações 
de hidrogênio é particularmente importante para a especificidade do pa- 
reamento de bases. Suponha-se que haja a tentativa de parear uma adenina 
com uma citosina. Sendo assim, haveria um aceptor de ligação de hidrogênio 
(N1 da adenina) localizado do lado oposto a um aceptor de ligação de hidro- 
gênio (N3 da citosina) sem espaço para uma molécula de água posicionar-se 
entre eles e satisfazer aos dois aceptores (Fig. 4-7). De forma semelhante, dois 
doadores de ligações de hidrogênio, os grupos NH, de C6 da adenina e de C4 
da citosina, estariam localizados em oposição um ao outro. Assim, um par de 
bases A:C seria instável, porque uma molécula de água teria de ser removida 
dos grupos doadores e aceptores sem que a ligação de hidrogênio formada 
com o par de bases fosse restaurada. 


As bases podem ser deslocadas da dupla-hélice 


Como se viu, a energética da dupla-hélice favorece o pareamento de cada 
base em uma fita polinucleotídica com a base complementar na outra fita. 
vezes, entretanto, algumas bases podem projetar-se para fora da dupla-hélice 
em um fenômeno extraordinário conhecido como deslocamento de base 
(Fig. 4-8). Como será visto no Capítulo 10, determinadas enzimas que meti- 
lam bases ou removem bases danificadas atuam sobre uma base em uma con- 
figuração extra-helicoidal, na qual ela é deslocada para fora da dupla-hélice, 
possibilitando o encaixe da base na fenda catalítica da enzima. Além disso, 
acredita-se que enzimas envolvidas na recombinação homóloga e no reparo 
do DNA vasculhem o DNA procurando homologias ou lesões deslocando base 
após base, Esse processo não é energeticamente dispendioso porque apenas 
uma base é deslocada de cada vez. Obviamente, o DNA é mais flexível do que 
se poderia imaginar em um primeiro momento. 


Normalmente, o DNA é uma dupla-hélice 
dextrógira, voltada para a direita 


Aplicando-se a regra do sentido horário anti-horário da física, pode-se cons- 
tatar que cada uma das cadeias polinucleotídicas na dupla-hélice é voltada 
para a direita. Tente visualizar essa orientação mantendo a sua mão direita em 
frente à molécula de DNA na Figura 4-9 com o polegar apontando para cima 
e ao longo do eixo da hélice e os dedos seguindo as fendas da hélice. Percorra 
o trajeto de uma das fitas da hélice na direção que o seu polegar está apontan- 
do. Observe que você fará a torção da hélice na mesma direção que os dedos 
estarão apontando. Isso não funcionará se você utilizar a mão esquerda. Tente! 
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para a direita para a esquerda 


FIGURA 4-9 Hélices dextrógiras e levógiras. As duas cadeias poinucleotídicas da du- 
pla-hélice enrolam-se uma na outra de maneira destra. 
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FIGURA 4-7 Incompatibilidade 
A:C. A estrutura mostra a incapacidade 
da adenina para formar ligações de hidro- 
gênio de maneira apropriada com a cito- 
sina. Portanto, o par de bases é instável, 


FIGURA 4-8 Deslocamentos de 
base. A estrutura do DNA isolado a par- 
tir da estrutura da metilase, mostrando o 
residuo de ctosina deslocado e as peque- 
nas distorções dos pares de bases adja- 
centes. (Klimasauskas S. et al. 1994. Cell 
76: 357.) Imagem feita com BobScript, 
MolScript e Raster 3D. 
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EXPERIMENTOS-CHAVE 


Quadro 4-1 O DNA tem 10,5 pares de bases por volta da hélice em solução: o experimento de mica 


O valor de 10 pares de bases por volta varia um pouco sob 
diferentes condições. Um experimento clássico, realizado na 
década de 1970, demonstrou que o DNA absorvido em uma 
superfície apresenta um número um pouco maior do que 
10 pares de bases por volta. Pequenos segmentos de DNA 
foram ligados a uma superfície com mica. Uma orientação 
fixa sobre a mica foi alcançada pela presença de 5 -fosfatos 
terminais nos DNAs. A seguir, os DNAs fixados à mica foram 


10e11,21,31 e 32 pares de bases e assim por diante, ou seja, 
em múltiplos de 10,5, que é o número de pares de bases por 
volta. Esse valor de 10,5 pares de bases por volta é próximo ao 
do DNA em solução, como inferido por outros métodos (ver 
seção intitulada A dupla-hélice existe em múltiplas conforma- 
ções, a seguir). A estratégia da utilização da DNase para avaliar 
a estrutura do DNA é agora utilizada para analisar a interação 
do DNA com proteinas (ver Cap. 7). 


expostos à DNase |, uma enzima (uma desoxirribonuclease) 
que cliva as ligações fosfodiéster no esqueleto de DNA. Como. 
ensina 6 vohinota, els somente é copie de dhar as Tigas e 
ções fosfodiéster nas superfícies do DNA mais afastadas da 
mica (imagine o DNA como um cilindro deitado em uma su- 
perficie plana), devido às dificuldades estéricas para alcançar 
as superfícies laterais e basais do DNA. Assim, o tamanho dos 
fragmentos resultantes refletiria a à periodicidade do DNA, o 
número de pares de bases por vol 

Após a exposição do DNA odio à mica à DNase, os frag- 
mentos obtidos foram separados por eletroforese em gel de 
poliacrilamida, uma matriz semelhante à gelatina (Quadro 4-1, 
Fig. 1; ver também Cap. 7 para uma explicação sobre eletro- 
forese em gel). Como o DNA é negativamente carregado, ele 
migra ao longo do gel em direção ao polo positivo do campo 
elétrico. A matriz do gel retarda o movimento dos fragmentos, 
de modo proporcional ao seu tamanho, de tal forma que os 
fragmentos maiores migram mais devagar que os fragmentos. 
menores. Quando o experimento foi realizado, observou-se 
agrupamentos de fragmentos de DNA de tamanhos médios de 
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QUADRO 4-1 FIGURA 1 O experimento de mica. 


Uma consequência da natureza helicoidal do DNA é a sua periodicidade. 
Cada par de base é deslocado (rotado) em relação ao anterior por aproxima- 
damente 36°. Assim, na estrutura cristalográfica por raios X do DNA, um em- 
pilhamento de cerca de 10 pares de bases corresponde a uma volta completa 
ao redor da hélice (360°) (Fig. 4-1a). Ou seja, a periodicidade helicoidal é ge- 
ralmente de 10 pares de bases por volta da hélice. (Para discussões adicionais, 
ver Quadro 4-1, O DNA tem 10,5 pares de bases por volta da hélice em solu- 
ção: o experimento de mica.) 


A dupla-hélice possui fendas menor e maior 


Como resultado da estrutura helicoidal dupla das duas cadeias, a molécula 
de DNA é um longo polímero estendido com duas fendas que diferem em 
tamanho entre si. Por que existe uma fenda menor e uma maior? Essa é uma 
consequência simples da geometria dos pares de bases. O ângulo no qual os 
dois açúcares se projetam dos pares de bases (i.e, o ângulo entre as ligações 
glicosídicas) é cerca de 120º (para o ângulo mais estreito) ou de 240º (para 
o ângulo mais aberto) (ver Figs. 4-1b e 4-6). Como resultado, à medida que 
mais pares de bases se empilham uns sobre os outros, o ângulo mais estreito 
entre os açúcares em uma das extremidades dos pares de bases gera uma fen- 
da menor, e o ângulo mais aberto, na outra extremidade, gera uma fenda 
maior. (Se os açúcares estivessem afastados em uma linha reta, i.e., forman- 
do um ângulo de 180º, então as duas fendas seriam de dimensões iguais e não 
existiriam as fendas menor e maior.) 
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A fenda maior é rica em informação química 


As extremidades de cada par de bases estão expostas nas fendas maior e me- 
nor, criando um padrão de doadores e aceptores de ligações de hidrogênio 
e de grupos hidrofóbicos (permitindo a ocorrência de interações de van der 
Waals) que identifica o par de bases (ver Fig. 4-10). A extremidade de um par 
de bases A:T apresenta os seguintes grupos químicos, na seguinte ordem, na 
fenda maior: um aceptor de ligação de hidrogênio (o N7 da adenina), um doa- 
dor de ligação de hidrogênio (o grupo amino exocíclico em C6 da adenina), 
um aceptor de ligação de hidrogênio (o grupo carbonila em C4 da timina) e 
uma superfície hidrotóbica volumosa (o grupo metila em CS da timina). Da 
mesma forma, a extremidade de um par de bases G:C apresenta os seguintes 
grupos na fenda maior: um aceptor de ligação de hidrogênio (em N7 da gua- 
nina), um aceptor de ligação de hidrogênio (a carbonila em C6 da guanina), 
um doador de ligação de hidrogênio (o grupo amino exocíclico em C4 da 
citosina) e um pequeno hidrogênio apolar (o hidrogênio em CS da citosina). 

Assim, existem padrões característicos de formação de ligações de hidrogê- 
nio e de formato geral que são expostos na fenda maior e que distinguem um 
par de bases A:T de um par de bases G:C e, da mesma forma, A:T de T-A, e G:C 
de C:G. Pode-se pensar nessas características como um código, no qual A repre- 
senta um aceptor de ligações de hidrogênio, D representa um doador de 
ligações de hidrogênio, M representa um grupo metila, e H representa 
um hidrogênio apolar. Nesse código, ADAM na fenda maior significa um 
par de bases A:T, e AADH representa um par de bases G:C. Da mesma forma, 
MADA representa um par de bases T:A e HDAA é característico de um par de 
bases C:G. Em todos os casos, esse código de grupos químicos na fenda maior 
especifica a identidade do par de bases. Esses padrões são importantes porque 
permitem que as proteinas reconheçam determinadas sequências de DNA, sem 
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FIGURA 4-10 Grupos químicos ex- 
postos nas fendas maior e menor ao 
longo das extremidades dos pares de 
bases. As letras em vermelho identifi- 
cam aceptores de ligações de hidrogênio 
(A), doadores de ligações de hidrogênio 
(D), hidrogênios apoiares (H) e grupos 
metila (M). 
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que seja preciso abrir e separar a dupla-hélice. De fato, como será visto, um 
mecanismo de decodificação importante baseia-se na capacidade de as cadeias 
laterais dos aminoácidos se projetarem para dentro da fenda maior, reconhe- 
cendo e ligando-se a sequências de DNA específicas (ver Cap. 6). 

A fenda menor não é tão rica em informação química, e o tipo de informa- 
ção disponível é menos útil para distinguir entre os pares de bases. O reduzido 
tamanho da fenda menor apresenta uma menor capacidade para acomodar ca- 
deias laterais de aminoácidos. Além disso, pares de bases A:T e T;A, bem como 
G:C e C:G, têm aparências semelhantes uns aos outros na fenda menor. Um 
par de bases A:T tem um aceptor de ligação de hidrogênio (em N3 da adenina), 
um hidrogênio apolar (em N2 da adenina) e um aceptor de ligação de hidrogê- 
nio (a carbonila no C2 da timina). Assim, seu código é AHA. No entanto, esse 
código é o mesmo se for lido na direção oposta e, portanto, um par de bases 
A:T não difere muito de um par T:A do ponto de vista de propriedades para for- 
mar ligações de hidrogênio com uma proteina que está inserindo suas cadeias 
laterais na fenda menor. Da mesma maneira, um par de bases G:C exibe um 
aceptor de ligação de hidrogênio (no N3 da guanina), um doador de ligação 
de hidrogênio (o grupo amino exocíclico do C2 da guanina) e um aceptor de 
ligação de hidrogênio (a carbonila no C2 da citosina), representando o código 
ADA. Assim, do ponto de vista das ligações de hidrogênio, pares de bases C:G 
e G:C também não parecem muito diferentes uns dos outros. A fenda menor 
parece diferente quando se compara um par de bases A:T com um par de bases 
G:C, mas G:C e C:G, ou A:T e TA, não podem ser facilmente distinguidos 
(ver Fig. 4-10). Embora a fenda menor seja menos útil na distinção de um par 
de bases de outro, o padrão idêntico dos aceptores de ligações de hidrogênio 
apresentado na fenda menor de todos os pares de bases Watson-Crick é fre- 
quentemente explorado pelas proteínas para reconhecer o DNA B corretamen- 
te pareado (p. ex., DNA-polimerases; ver Cap. 9). 


A dupla-hélice existe em múltiplas conformações 


Estudos iniciais de difração de raios X do DNA, realizados em soluções concen- 
tradas de DNA que haviam sido alongadas em fibras finas, revelaram dois tipos 
de estruturas, as formas A e B do DNA (Fig. 4-11; ver Quadro 4-2, Como pontos 
em um filme de raios X revelam a estrutura do DNA). A forma B, observada em 
umidade elevada, corresponde mais rigorosamente à estrutura mais comum 
do DNA sob condições fisiológicas. Ela apresenta 10 pares de bases por volta, 
uma ampla fenda maior e uma fenda menor estreita. A forma A, que é obser- 
vada sob condições de baixa umidade, apresenta 11 pares de bases por volta. 
Sua fenda maior é mais estreita e muito mais profunda do que a da forma B, e 
sua fenda menor é mais ampla e mais rasa. A grande maioria do DNA da célula 
está na forma B, mas o DNA adota a estrutura A em determinados complexos 
DNA-proteina. Além disso, como será visto, a forma A é semelhante à estrutu- 
ra adotada pelo RNA quando na conformação de dupla-hélice. 

A forma B do DNA representa uma estrutura ideal, que difere do DNA pre- 
sente nas células em dois aspectos. Primeiro, o DNA em solução, como se viu, 
está um pouco mais torcido, em média, do que na forma B, apresentando 10,5 
pares de bases por volta da hélice. Segundo, a forma B é uma estrutura propor- 
cional, enquanto o DNA real não é perfeitamente regular. Em vez disso, ele 
apresenta variações em sua estrutura precisa em relação aos pares de bases. Isso 
foi revelado por comparações das estruturas cristalizadas de DNAs individuais 
com sequências diferentes. Por exemplo, os dois membros de cada par de bases 
nem sempre estão exatamente posicionados no mesmo plano. Ao contrário, 
eles podem apresentar uma disposição de “hélice torcida”, na qual as duas ba- 
ses planares giram em sentido contrário, uma em relação à outra, ao longo do 
eixo da hélice do par de bases, dando a este um caráter semelhante a uma héli- 
ce (Fig. 4-12). Além disso, a rotação exata por par de bases não é uma constante. 
Como resultado, a largura das fendas maior e menor varia localmente. Assim, 
as moléculas de DNA nunca são duplas-hélices perfeitamente regulares. Em vez 
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disso, sua conformação exata depende de qual par de bases (A:T, T:A, G:C ou 
C:G) está presente em cada posição ao longo da dupla-hélice e da identidade 
dos pares de bases vizinhos. Ainda assim, a forma B é, para muitos propósitos, 
uma boa aproximação da estrutura do DNA presente nas células. 
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O DNA pode formar uma hélice levógira, 
voltada para a esquerda 


O DNA que contém resíduos de purinas e de pirimidinas alternados pode for- 
mar hélices voltadas para a esquerda (levógira) e hélices voltadas para a direita 
(dextrógira). Para entender como o DNA pode formar uma hélice voltada para 
a esquerda, é necessário considerar a ligação glicosídica que conecta a base à 
posição 1' da 2'-desoxirribose. Essa ligação pode estar em uma de duas confor- 
mações, denominadas syn e anti (Fig. 4-13). No DNA voltado para a direita, 
a ligação glicosídica está sempre na conformação anti. Na hélice voltada para 
a esquerda, a unidade repetitiva fundamental geralmente é um dinucleotídeo 
purina-pirimidina, com a ligação glicosídica na conformação anti nos resíduos 


os as 


FIGURA 4-11 Modelos das formas 
B, A e Z do DNA. O esqueleto açúcar- 
fosfato de cada cadeia está no lado ex- 
temo em todas as estruturas (um em roxo 
e o outro em verde), com as bases (em 
cinza) orientadas para dentro. As visões 
laterais estão mostradas na parte supe- 
rior e as visões ao longo do eixo helicoi- 
dal estão mostradas na parte inferior. 
(a) A forma B do DNA, geralmente encon- 
trada nas células, é caracterizada por uma 
volta helicoidal a cada 10 pares de bases 
(3,4 nm); os pares de bases adjacentes 
empilhados são separados por 0,34 nm. 
As fendas maior e menor também podem 
ser visualizadas. (b) A forma A do DNA, 
mais compacta, possui 11 pares de bases 
por volta e exibe uma maior inclinação 
dos pares de bases, em relação ao eixo da 
hélice. Além disso, a forma A apresenta 
um orificio central (parte inferior). Essa 
forma helicoidal é adotada pelas hélices 
RNA-DNA e RNA-RNA. (c) O DNA Z é uma 
hélice levógira voltada para a esquerda, e 
tem uma aparência de zigue-zague (por 
isso "2"), (Cortesia de C. Kielkopf e P.B. 
Denan) 


FIGURA 4-12 Hélice torcida en- 
tre os pares de bases de purinas e 
de pirimidinas da hélice dextrógira. 
(a) À estrutura mostra uma sequência de 
três pares de bases A:T consecutivos com 
pareamentos do tipo Watson-Crick nor- 
mais. (b) Uma hélice torcida provoca a 
rotação das bases sobre seus eixos longos. 
(Adaptada, com permissão, de Aggarwal 
AX et al. 1988. Science 242:899-907, 
Fig. 5b. © AAAS.) 
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EXPERIMENTOS-CHAVE 


Quadro 4-2 Como pontos em um filme de raios X revelam a estrutura do DNA 


Uma das mais duradouras imagens na história da biologia mo- 
lecular é a famosa fotografia tirada por Rosalind Franklin do 
padrão de difração de raios X de uma fibra orientada de molé- 
culas de DNA, A imagem de Franklin possui grande significado 
histórico porque forneceu evidências essenciais que corrobora- 
ram o modelo de Watson-Crick para a forma B do DNA. Além 
disso, Francis Crick, que havia ajudado a desenvolver a teoria 
da difração de moléculas helicoidais, conseguiu inferir a partir 
do padrão de pontos que as fitas do DNA estão enroladas uma 
na outra. À primeira vista, a imagem de Franklin não apresenta 
nenhuma relação reconhecível com uma dupla-hélice. Como, 
então, esse misterioso padrão de pontos auxiliou a desvendar 
a estrutura atômica do material genético? 

Como apresentado na figura, a imagem de Franklin con- 
siste em uma “cruz de Malta” central (realçada em vermelho 
no Quadro 4-2, Fig. 1), composta por pontas amplos (a lar- 
gura dos pontos reflete distúrbios na fibra). Os pontos são 
uniformemente espaçados ao longo de linhas de “camadas” 
horizontais (numeradas na figura). Observe que contando 
para cima e para baixo a partir do centro da cruz, os pontos 
na quarta linha de camada estão ausentes. Observe também 
que a cruz de Malta e as regiões muito escuras no topo e na 
base da imagem criam uma série de quatro áreas em formato 
de diamante (dois exemplos disso estão realçados em azul). 
Como será explicado agora, pode-se entender em termos 
qualitativos a partir de algumas considerações simples sobre a 
natureza da difração de onda que este aparente padrão enig- 
mático de pontos corresponde à estrutura da dupla-hélice. 

O princípio subjacente à difração dos raios X é de que 
quando ondas passam por meio de um arranjo periódico, 
ocorre interferência entre as ondas se o seu comprimen- 
to de onda for semelhante à distância repetida do arranjo. 
(Por isso, os raios X, que possuem um comprimento de onda 
muito curto de 0,15 nm, são usados para revelar a estrutura 
atômica.) Se as oscilações das ondas estiverem alinhadas, as 
ondas reforçam umas às outras ("interferência construtiva”), 


QUADRO 4-2 FIGURA 1 Imagem de difração de raio X 
do DNA feita por Rosalind Franklin, em que se pode 
observar o padrão em cruz de Malta. (Modificada, com 
permissão, de Franklin R.E. e Gosling R.G. 1953. Nature 
171:740-741. © Macmillan.) 
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QUADRO 4-2 FIGURA 2 Padrão de difração de ondas 
que passam atráves de linhas paralelas. 


mas se as bases de um conjunto de ondas estiverem alinha- 
das aos picos de outro conjunto de ondas, as ondas cance- 
lam umas às outras (“interferência destrutiva"). Sendo assim, 
um feixe de ondas passando através de um arranjo que con- 
siste em um conjunto horizontal de linhas geraria uma fileira 
de pontos perpendiculares (verticais) às linhas (Quadro 4-2, 
Fig. 2). Agora suponha-se que as linhas horizontais sejam in- 
clinadas. Isso resultaria em uma fileira inclinada de pontos 
(novamente, perpendiculares à inclinação das linhas). Em se- 
guida, suponha-se que as ondas estejam passando através 
de dois conjuntos de linhas inclinadas ligadas umas às outras 
em zigue-zague como na figura: isso resulta em uma cruz 
composta por duas fileiras inclinadas de pontos. 

Agora a atenção é voltada para o DNA. Imagine o esque- 
leto de uma fita da dupla-hélice projetado em uma superfície 
plana. Falando livremente, isso criaria uma série conectada de 
zigues e zagues (ou, mais adequadamente, uma curva sinu- 
soide). Se pensarmos nos zigues como geradores de um con- 
junto de linhas inclinadas e nos zagues como geradores de 
outro conjunto, então as ondas passando por meio de zigues 
e zagues gerarão duas fileiras de pontos que cruzam uma à 
outra como no exemplo anterior. Essa é a base da cruz de 
Malta da fotografia de Franklin e, portanto, a cruz revela que 
o DNA é helicoidal, O conhecimento do comprimento de onda 
dos raios X e as medidas do espaço entre as linhas de cama- 
das revela ainda que a hélice apresenta uma periodicidade de 
3,4 nm. Obviamente que o DNA consiste em dois esqueletos 
helicoides, e não um. Isso também é revelado na fotografia de 
Franklin. As hélices do DNA estão desalinhadas por três oita- 
vos de uma repetição helicoide. Esse desalinhamento entre as 
hélices cria uma interferência destrutiva adicional que elimina 
a quarta linha de camada. Assim, a quarta linha de camada 
ausente mostra que o DNA é uma dupla-hélice e diz como as 
duas hélices estão alinhadas em relação uma à outra, 

Finalmente, o esqueleto do DNA não é uma linha lisa 
como no exemplo imaginário. Em vez disso, ele é granular 
em nível atômico, consistindo em unidades de açúcar-fosfa- 
to. Essa granulosidade resulta em intensidades adicionais, 
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particularmente ao norte e ao sul do centro da cruz, para 
criar um padrão de quatro diamantes. Em fotografias de re- 
solução maior do que a mostrada aqui, pode-se contar 10 
linhas de camadas a partir do centro da cruz para os polos 
norte e sul. Essa característica do padrão de difração revela 
que a periodicidade da dupla-hélice (3,4 nm) é 10 vezes a 
periodicidade atômica, correspondendo a 10 unidades repe- 


tidas em um espaço de 0,34 nm. Como há um par de bases 
por unidade de açúcar-fosfato, a forma B do DNA consiste 
em 10 pares de bases por período helicoidal (volta da hélice). 

Assim, um conhecimento rudimentar da difração de on- 
das torna possível extrair de um simples padrão de pontos 
em um filme de raios X as principais características da estru- 
tura do DNA. 


de pirimidinas, e na conformação syn, nos resíduos de purinas. A conforma- 
ção syn nos nucleotídeos de purinas é responsável pelo sentido voltado para 
a esquerda da hélice. A alteração na posição syn nos resíduos de purinas para 
conformações alternadas anti-syn fornece ao esqueleto de DNA voltado para a 
esquerda uma aparência de zigue-zague (por isso sua designação DNA Z; ver 
Fig. 4-11), que a distingue das formas voltadas para a direita. A rotação que 
provoca a alteração de anti para syn também faz o açúcar sofrer uma mudança 
no seu dobramento. Observa-se, como ilustrado na Figura 4-13, que C3' e C2' 
podem trocar de posições. Em solução, resíduos alternados de purina-pirimi- 
dina assumem a conformação para a esquerda apenas na presença de altas 
concentrações de íons com carga positiva (p. ex., Na”) que cobrem os grupos 
fosfato carregados negativamente. Em baixas concentrações de sal, eles for- 
mam conformações típicas voltadas para a direita. A significância fisiológica 
do DNA Z não está clara, e as hélices voltadas para a esquerda correspondem, 
quando muito, a uma pequena proporção do DNA da célula. Mais detalhes 
sobre as formas A, B e Z do DNA estão apresentados na Tabela 4-2. 


As fitas do DNA podem ser separadas 
(desnaturadas) e reassociadas 


Como as duas fitas da dupla-hélice são mantidas unidas por forças relativa- 
mente fracas (não covalentes), seria esperado que as duas fitas pudessem ser 
facilmente separadas. De fato, a estrutura original para a dupla-hélice sugeriu 
que a replicação do DNA poderia ocorrer dessa maneira simples. As fitas com- 
plementares da dupla-hélice também podem ser separadas quando uma solu- 
ção de DNA é aquecida acima de temperaturas fisiológicas (próximas a 100ºC) 
ou sob condições de pH elevado, em um processo conhecido como desnatu- 
ração. Entretanto, a separação completa das fitas do DNA por desnaturação 
é reversível. Quando soluções aquecidas de DNA desnaturado são resfriadas 
lentamente, as fitas simples frequentemente encontram suas fitas comple- 
mentares e restauram as duplas-hélices regulares (Fig. 4-14). A capacidade de 
renaturar moléculas de DNA desnaturadas permite que sejam formadas molé- 
culas de DNA artificiais híbridas, pelo resfriamento lento de misturas de DNA 
desnaturado, oriundas de duas fontes diferentes. Da mesma maneira, podem 
ser formados híbridos entre fitas complementares de DNA e RNA. Como será 
visto no Capítulo 7, a capacidade de formar híbridos entre dois ácidos nu- 
cleicos de fitas simples, chamada hibridização, é a base de diversas técnicas 
fundamentais na biologia molecular, como a hibridização por Southern blot e 
a análise de microarranjos de DNA (ver Cap. 7). 

Esclarecimentos importantes em relação às propriedades da dupla-héli- 
ce foram obtidos a partir de experimentos clássicos realizados na década de 
1950, nos quais a desnaturação do DNA foi estudada sob várias condições. 
Nesses experimentos, a desnaturação do DNA foi monitorada medindo-se a 
absorbância da luz ultravioleta por uma solução do DNA. A absorção máxima 
da luz ultravioleta pelo DNA ocorre em um comprimento de onda de cerca de 
260 nm. As bases são as principais responsáveis por essa absorção. Quando a 
temperatura de uma solução de DNA é elevada próximo ao ponto de ebulição 
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FIGURA 4-13 Posições syn e anti 
da guanina nas formas B e Z do DNA. 
No DNA B orientado para a direita, a li- 
gação glicosídica (em vermelho) que 
conecta a base ao grupo desoxirribose 
está sempre na posição anti, enquanto 
no DNA Z orientado para a esquerda, 
ela roda na direção da seta, formando a 
conformação syn nos resíduos de purina 
(aqui, a guanina), mas permanece na po- 
sição anti regular (sem rotação) nos resi- 
duos de pirimidina. (Adaptada, com per- 
missão, de Wang AJ.H, et al. 1982. Cold 
Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 47:41 

© Cold Spring Harbor Laboratory Press.) 
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TABELA 4-2 Comparação das propriedades estruturais dos DNAS A, B e Z, obtidas a partir de análises por raios X de 
cristais isolados 


Tipo de hélice 
A B z 
Proporções gerais Curta elarga Mais longa e mais estreita Alongada e delgada 
Aumento por par de bases 23A 332Ã 38A 
Diâmetro de compactação da hélice 25,5A 237Ã 184Ã 
Sentido de rotação da hélice Voltada para a direita Voltada para a direita Voltada para a esquerda 
Pares de bases por repetição de hélice 1 1 2 
Pares de bases por volta da hélice =" ~10 12 
Rotação por par de bases 33,6 35,97 -60 por 2 pb 
Grau de inclinação por volta da hélice 24,6Å 33,2 Å 45,6 Å 
Inclinação das bases perpendicularesao +19° 2 -9 
eixo da hélice 
Torção helicoidal média dos paresde +18* +6 -0" 
bases 
Localização do eixo da hélice Fenda maior Através dos pares de bases Fenda menor 
Proporções da fenda maior Extremamente estreita, mas Ampla e com profundidade  Achatada sobre a superfície 
muito profunda intermediária da hélice 
Proporções da fenda menor Muito larga, mas rasa Estreita e com Extremamente estreita, mas 
profundidade intermediária muito profunda 
Conformação das ligações glicosídicas anti anti anti em C, syn em G 


Adaptada, com permissão, de Dickerson R.E. et al. 1982. Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 47:14. © Cold Spring Harbor Laboratory Press. 


da água, a densidade óptica (chamada de absorbância) em 260 nm aumen- 
ta significativamente, um fenômeno conhecido como hipercromicidade. 
A explicação para esse aumento é que o DNA duplo absorve cerca de 40% 
menos luz ultravioleta do que as cadeias individuais de DNA. Essa hipocro- 
micidade deve-se ao empilhamento das bases, que diminui a capacidade de 
absorção da luz ultravioleta pelas bases, no dúplex de DNA. 

Se for registrada a densidade óptica do DNA em função da temperatura, 
pode-se observar que o aumento na absorção ocorre repentinamente em uma 
estreita variação de temperatura. O ponto médio dessa transição é o ponto 
de fusão ou T, (do inglês, melting point) (Fig. 4-15). Assim como o gelo, o 
DNA também sofre fusão: ele passa pela transição de uma estrutura de dupla- 
-hélice altamente organizada para uma estrutura de fitas individuais muito 
menos ordenada. A velocidade do aumento na absorbância na temperatura 
de fusão demonstra que a desnaturação e a renaturação das fitas complemen- 
tares de DNA são processos altamente cooperativos, semelhantes ao fecha- 
mento de um zíper. A renaturação, por exemplo, provavelmente ocorre por 
um lento processo de nucleação, no qual uma porção relativamente pequena 
de bases em uma fita encontra e forma par com o seu complemento na outra 
fita (painel central da Fig. 4-14). O restante das duas fitas, então, rapidamente 
se pareia como um zíper a partir do sítio de nucleação, restaurando a dupla- 
-hélice estendida (painel inferior da Fig. 4-14). 

A temperatura de fusão do DNA é característica para cada DNA e é deter- 
minada, em grande parte, pelo conteúdo de G:C do DNA e pela força iôni- 
ca da solução. Quanto maior a porcentagem de pares de bases G:C do DNA 
(e consequentemente menor o conteúdo de pares de bases A:T), maior o pon- 
to de fusão (Fig. 4-16). Da mesma maneira, quanto maior a concentração de 
sal da solução, maior a temperatura na qual o DNA irá desnaturar. Como esse 
comportamento é explicado? Os pares de bases G:C contribuem mais para a 
estabilidade do DNA do que os pares de bases A:T devido ao maior número de 
ligações de hidrogênio dos primeiros (três em um par G:C e dois em A:T), mas 


Capítulo 4 A Estrutura do DNA 


£ 


FIGURA 4-14 Reanelamento e hibridização. Uma mistura de duas moléculas de DNA 
de dupla-fita praticamente idênticas, uma com DNA selvagem normal e a outra, uma molécula 
mutante que perdeu uma pequena região de nucleotídeos (marcada como região a em verme- 
lho), é desnaturada por calor. A renaturação das moléculas desnaturadas ocorre pela incubação 
a uma temperatura levemente abaixo da temperatura de fusão. Esse tratamento resulta em 
dois tipos de moléculas renaturadas. Um, composto por moléculas completamente renatura- 
das, no qual as duas fitas complementares de tipo selvagem restauram uma hélice, e as duas 
fitas complementares mutantes restauram a outra hélice. O outro tipo é formado por moléculas 
hibridas, compostas por uma fita de tipo selvagem e uma fita mutante, exibindo uma pequena 
alça de DNA não pareada (região a), 


também porque as interações de empilhamento dos pares de bases G:C com 
os pares de bases adjacentes são mais favoráveis do que as interações corres- 
pondentes dos pares de bases A:T com seus pares de bases vizinhos. O efeito 
da força iônica reflete outra característica fundamental da dupla-hélice. Os 
esqueletos das duas fitas de DNA contêm grupos fosforila, que possuem carga 
negativa. Essas cargas negativas estão bastante próximas entre as duas fitas e, 
se não forem protegidas, elas tenderão a provocar uma repulsão entre as fitas, 
facilitando a sua separação. Em condições de força iônica elevada, as cargas 
negativas estão protegidas por cátions, estabilizando a hélice. Ao contrário, 


91 


92  Parte2 Estrutura e Estudo de Macromoléculas 


FIGURA 4-16 A desnaturação do 
DNA depende do conteúdo de G + C 
e da concentração de sal. Quanto 
maior o conteúdo de G + C, maior deve 
ser a temperatura para desnaturar a fita 
de DNA. DNAs de diferentes origens fo- 
ram dissolvidos em soluções de baia 
(linha vermelha) e elevada (inha verde) 
concentração de sal em pH 7,0. Os pon- 
tos representam a temperatura na qual o 
DNA desnaturou plotada contra o con- 
teúdo de G + C. (Dados de Marmur 1. 
€ Doty P: 1962. J. Mol. Bial. 5: 120. O 
Elsevier) 
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FIGURA 4-15 Curva de desnaturação do DNA. 
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em baixas forças lônicas, as cargas negativas desprotegidas tornam a hélice 
menos estável. 


Algumas moléculas de DNA são circulares 


Inicialmente, pensou-se que todas as moléculas de DNA eram lineares e que 
apresentavam duas extremidades livres. De fato, cada cromossomo das célu- 
las eucarióticas contém uma única molécula de DNA (extremamente longa). 
Sabe-se agora que alguns DNAs são circulares. Por exemplo, o cromossomo do 
vírus de DNA símio 40 (SV40) é uma molécula de DNA de dupla-hélice circu- 
lar com aproximadamente 5.000 pares de bases. Da mesma forma, a maioria 
dos cromossomos bacterianos (mas não todos) é circular; Escherichia coli tem 
um cromossomo circular de cerca de 5 milhões de pares de bases. Além disso, 
muitas bactérias possuem pequenos elementos genéticos capazes de replica- 
ção autônoma, conhecidos como plasmídeos, que em geral também são 
moléculas de DNA circular. 

Outro aspecto interessante é que certas moléculas de DNA são algumas 
vezes lineares e outras vezes circulares. O exemplo mais conhecido é o do bac- 
teriófago à, um vírus de DNA de E. coli. O genoma do fago à é uma molécula 
dupla-fita linear na partícula do virion. Entretanto, quando o genoma de À é 
injetado em uma célula de E. coli durante a infecção, o DNA torna-se circular. 
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Isso ocorre por meio do pareamento de bases entre as regiões de fita simples 
que se projetam das extremidades do DNA e que apresentam sequências com- 
plementares, também conhecidas como “extremidades coesivas”. 


TOPOLOGIA DO DNA 


Como o DNA é uma estrutura flexível, seus parâmetros moleculares exatos são 
uma função do ambiente iônico que o rodeia e da natureza das proteínas que se 
ligam a ele, com as quais o DNA forma complexos. Como suas extremidades são 
livres, as moléculas lineares de DNA podem sofrer rotações livremente, acomo- 
dando as alterações no número de vezes que as duas cadeias da dupla-hélice se 
torcem uma sobre a outra. Porém, se as duas extremidades estão covalentemente 
ligadas, formando uma molécula de DNA circular, e se não existem interrupções 
nos esqueletos açúcar-fosfato das duas fitas, então, o número absoluto de vezes 
que as cadeias podem se torcer uma sobre a outra não pode variar. O DNA cir- 
cular covalentemente fechado (cccDNA, covalently closed, circular DNA) é 
dito topologicamente limitado. Mesmo as moléculas lineares dos cromossomos 
eucarióticos estão sujeitas a limitações topológicas, devido a seus comprimentos 
extremos, entrelaçamentos na cromatina e interações com outros componentes 
celulares (ver Cap. 8). Apesar dessas limitações, o DNA participa em uma gran- 
de quantidade de processos dinâmicos na célula. Por exemplo, as duas fitas da 
dupla-hélice, que estão torcidas uma sobre a outra, devem ser separadas rapida- 
mente, a fim de serem duplicadas e transcritas em RNA. Assim, o entendimento 
da topologia do DNA e de como a célula acomoda e explora as limitações topo- 
lógicas durante a replicação, a transcrição e outras atividades cromossômicas são 
de fundamental importância na biologia molecular. 


O número de ligação é uma propriedade topológica 
invariável do DNA circular covalentemente fechado 


Sejam consideradas as propriedades topológicas do DNA circular covalente- 
mente fechado, o qual é chamado cccDNA. Como não existem interrupções 
em qualquer das cadeias polinucleotídicas, as duas fitas do cccDNA não po- 
dem ser separadas sem que ocorra o rompimento de uma ligação covalente. 
Se desejarmos separar as duas fitas circulares sem o rompimento permanente 
de qualquer ligação nos esqueletos açúcar-fosfato, deve-se passar uma fita por 
sobre a outra repetidamente (existe uma enzima que pode realizar justamente 
essa tarefa!). O número de vezes que uma fita deverá passar por sobre a outra, 
a fim de que as duas fitas fiquem completamente separadas uma da outra é 
chamado de número de ligação (Fig. 4-17). O número de ligação é sempre 
um número inteiro e é uma propriedade topológica invariável do cccDNA, 
não importando o quanto a molécula de DNA esteja destorcida. 


O número de ligação é composto por torções e supertorções 


O número de ligação é o somatório de dois componentes geométricos chama- 
dos de torção e supertorção. Vamos considerar em primeiro lugar a torção. 
A torção é simplesmente o número de voltas helicoidais de uma fita por sobre 
a outra, ou seja, o número de vezes que uma fita se enrola completamente ao 
redor da outra fita. Considere um cccDNA colocado de forma estendida em 
um plano. Nessa conformação estendida, o número de ligação é totalmente 
composto por torções. Na verdade, a torção pode ser facilmente determinada 
por meio da contagem do número de vezes que as duas fitas se cruzam (ver 
Fig. 4-17a). Os cruzamentos helicoidais (torções) em uma hélice voltada para 
a direita são definidos como positivos, assim o número de ligação do DNA 
terá um valor positivo. 

No entanto, o cccDNA geralmente não está estendido em um plano. Em 
vez disso, ele está tensionado, de forma que o eixo longo da dupla-hélice 
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FIGURA 4-17 Estados topológicos do DNA circular covalentemente fechado 
(cccDNA). A figura mostra a conversão da forma do DNA relaxada (a) para a negativamente 
supertorcida (b). A fita na forma supertorcida pode ser obtida por supertorção (b) ou por uma 
interrupção local do pareamento de bases (c). (Adaptada de um diagrama fornecido pelo Dr. 
M. Gellert.) (Modificada, com permissão, de Kornberg A. e Baker TA. 1992. DNA replication, 
2nd ed., Fig. 1.21, p. 32. © W.H. Freeman.) 


cruza sobre si mesmo, muitas vezes repetidamente, no espaço tridimensional 
(Fig. 4-17b). Isso é chamado de supertorção. Para visualizar as supertorções 
causadas pela tensão de torção, pode-se pensar no enrolamento de um fio de 
telefone que tenha sido supertorcido. 

A supertorção pode assumir duas formas. Uma forma é a supertorção 
interenrolada ou plectonêmica, na qual o eixo longo está torcido ao re- 
dor de si mesmo, como mostrado nas Figuras 4-17b e 4-18a. A outra forma de 
supertorção é a toroide ou espiral, na qual o eixo longo está enrolado como 
um cilindro, como normalmente ocorre quando o DNA se enrola ao redor de 
proteínas (Fig. 4-18b). O número de supertorções (Wr, writhing number) é o 
número total de supertorções interenroladas e/ou espirais no cecDNA. Por exem- 
plo, o número de supertorções da molécula mostrada na Figura 4-17b é quatro. 

A supertorção interenrolada e a supertorção espiral são topologicamente 
equivalentes entre si e são propriedades geométricas facilmente interconver- 
síveis do cccDNA. A torção e a supertorção também são interconversíveis. 
Uma molécula de cccDNA pode facilmente sofrer distorções que convertem 
algumas de suas torções em supertorções ou vice-versa sem rompimento de 
qualquer ligação covalente. A única limitação é que o somatório do número 
de torções (Tw, twist number) e do número de supertorções (Wr) deve per- 
manecer igual ao número de ligação (Lk, linking number). Essa limitação é 
descrita pela equação 


Lk=Tw + Wr. 


LK? é o número de ligação de um cccDNA 
totalmente relaxado sob condições fisiológicas 


Considere-se um cccDNA que está livre de superenrolamentos (ie, está 
relaxado) e cujas torções correspondem às da forma B do DNA em solução 
sob condições fisiológicas (cerca de 10,5 pares de bases por volta da hélice). 
O número de ligação (LK) do cecDNA sob condições fisiológicas é especifica- 


Capítulo4 AEstruturadoDNA 95 


do pelo símbolo LKº. O LK’ para essa molécula é o número de pares de bases 
dividido por 10,5. Para um cccDNA de 10.500 pares de bases, o Lk = +1.000. 
(O sinal é positivo porque as torções do DNA são voltadas para a direita.) Uma 
maneira de visualizar isso é se imaginar esticando uma fita de cccDNA com 
10.500 pares de bases em um círculo plano. Se isso for feito, então a outra fita 
cruzará a fita circular plana 1.000 vezes. 

Como se pode remover superenrolamentos do cccDNA se ele já não esti- 
ver relaxado? Um procedimento é tratar o DNA brandamente com a enzima 
DNase I, de forma a romper uma ligação fostodiéster em média (ou um peque- 
no número de ligações) em cada molécula de DNA. Uma vez que o DNA tenha 
sido “clivado” dessa maneira, ele não estará mais topologicamente limitado e 
as fitas poderão sofrer rotações livremente, permitindo que as supertorções se 
dissipem (Fig. 4-19). Se o corte for reparado a seguir, as moléculas de ccDNA 
resultantes estarão relaxadas e apresentarão, em média, um Lk que será igual a 
LK’. (Devido à flutuação rotacional no momento em que o corte é reparado, al- 
guns dos cccDNAs resultantes terão um Lk um pouco maior do que LK’ e outros 
apresentarão um Lk um pouco menor. Assim, o procedimento de relaxamento 
gerará uma pequena variedade de cccDNAs cujo Lk médio será igual a LK.) 


O DNA nas células está supertorcido negativamente 


A extensão do superenrolamento é medida pela diferença entre Lk e LK’, a 
qual é chamada de diferença de ligação: 


ALk = Lk — LK. 


Fæ 


FIGURA 4-19 Relaxamento do DNA com DNase |. 


FIGURA 4-18 Duas formas de 
supertorção do DNA supertorci 
A figura mostra as supertorções interen- 
rolada (a) e toroide (b) de cccDNAs de 
mesmo tamanho. (a) A supertorção in- 
terenrolada ou plectonêmica é formada 
peio enrolamento da molécula de DNA 
dupla-héice sobre si mesma como repre- 
sentado no exemplo de uma molécula 
ramificada. (b) A supertorção toroide ou 
espiral é representada neste exemplo por 
enrolamentos cilíndricos. (Modificada, 
com permissão, de Komberg A. e Baker 
TA, 1992. DNA replication, | 1-22, p. 33. 
© W.H. Freeman. Utilizada com permis- 
são de Dr. Nicholas Cozzarelli.) 


96 


Parte2 Estrutura e Estudo de Macromoléculas 


Se o ALk de um cecDNA for significativamente diferente de zero, então o 
DNA está tensionado e torcido e, portanto, supertorcido. Se Lk < LK’ e ALk < 0, 
então o DNA está “negativamente supertorcido”. Ao contrário, se Lk > Lk" e 
ALk>0, então o DNA está “positivamente supertorcido”. Por exemplo, a mo- 
lécula apresentada na Figura 4-17b está negativamente supertorcida e possui 
uma diferença de ligação de —4 porque seu Lk (32) é menor em 4 unidades 
em comparação ao Lk para a forma relaxada da molécula (36) mostrada na 
Figura 4-17a. 

Como ALk e L dependem do comprimento da molécula de DNA, é mais 
conveniente se referir à medida normalizada do superenrolamento. Essa é a 
densidade super-helicoidal, designada pelo símbolo o e definida como 


o = ALK/LK. 


Normalmente, as moléculas de DNA circular purificadas de bactérias e eu- 
cariotos são supertorcidas negativamente, apresentando valores de o de cerca 
de —0,06. A microfotografia eletrônica mostrada na Figura 4-20 compara as 
estruturas do DNA de bacteriófago em sua forma relaxada e supertorcida, 

Qual o significado biológico da densidade helicoidal? Pode-se imaginar 
os superenrolamentos negativos como uma fonte de energia livre que auxilia 
processos que requerem a separação das fitas, como a replicação e a transcri- 
ção do DNA. Como Lk = Tw + W, os superenrolamentos negativos podem 
ser convertidos em desenrolamentos da dupla-hélice (comparar as Figs. 4-17a 
e 4-17b). As regiões de DNA com superenrolamento negativo, portanto, apre- 
sentam uma tendência para desenrolamento parcial. Assim, a separação das 
fitas pode ser alcançada mais facilmente no DNA com superenrolamento ne- 
gativo do que no DNA relaxado. 

O DNA com superenrolamento positivo foi encontrado apenas em or- 
ganismos denominados termófilos, microrganismos que vivem sob con- 
dições de temperaturas elevadas extremas, como as fontes termais. Nes- 
se caso, pode-se imaginar que as supertorções positivas sejam como um 
estoque de energia livre que auxilia a evitar a desnaturação do DNA em 
temperaturas elevadas. Na medida em que as supertorções positivas podem 
ser convertidas em mais torções (pode-se imaginar o DNA positivamente 
supertorcido como superenrolado), a separação das fitas necessita de mais 
energia nos termófilos do que nos organismos cujos DNAs estão negativa- 
mente supertorcidos. 


Os nucleossomos introduzem superenrolamento 

negativo nos eucariotos 

Como será visto no Capítulo 8, o DNA do núcleo das células eucarióticas 
está compactado em pequenas partículas, os nucleossomos, nos quais 
quase duas voltas de dupla-hélice são enroladas ao redor de uma estrutura 
proteica. Você poderá reconhecer esse enrolamento como a forma toroide 


FIGURA 4-20  Microfotografia eletrônica do DNA supertorcido. A microfotografia 
eletrônica à esquerda é de uma molécula de DNA relaxada (não supertorcida) do bacteriófago 
PM2. A microfotografia eletrônica à direita mostra o DNA do fago em sua forma supertorcida. 
(Microfotografias eletrônicas cortesia de Wang J.C. 1982. Sci. Am. 247: 97.) 


Capítulo4 AEstruturadoDNA 97 


ou espiral de supertorção. É importante observar que ela ocorre em orienta- 
ção levógira. (Convença-se disso aplicando mentalmente a regra do sentido 
horário/anti-horário ao DNA enrolado ao redor do nucleossomo no Cap. 8, 
Fig. 8-18.) O resultado será que a supertorção na forma de espirais voltadas à 
esquerda é equivalente aos superenrolamentos negativos. Assim, a compac- 
tação do DNA em nucleossomos introduz uma densidade super-helicoidal 
negativa. 


As topoisomerases podem relaxar o DNA supertorcido 


Como se viu, o número de ligação é uma propriedade invariável do DNA 
que é topologicamente limitante. Ele só pode ser alterado pela introdução de 
interrupções no esqueleto açúcar-fosfato. Uma classe extraordinária de enzi- 
mas, conhecidas como topoisomerases, são capazes de realizar exatamente 
isso, pela introdução de quebras transientes de fita simples ou de dupla-fita 
no DNA. 

As topoisomerases podem ser de dois tipos gerais. As topoisomerases de 
tipo II alteram o número de ligação por um fator de dois. Elas promovem que- 
bras temporárias na dupla-fita de DNA, através das quais passa um segmento 
do DNA duplo não clivado, e depois religam a quebra. Esse tipo de reação está 
ilustrado esquematicamente na Figura 4-21. A topoisomerase tipo II necessita 
de energia da hidrólise do ATP para poder atuar. As topoisomerases de tipo 
1, em contrapartida, alteram o número de ligação do DNA em um fator de 
um. Elas promovem quebras temporárias de fita simples de DNA, permitindo 
que a fita não clivada passe através da quebra, antes de a quebra ser religada 
(Fig. 4-22). Ao contrário das topoisomerases de tipo II, as topoisomerases de 
tipo I não necessitam de ATP. A seguir, é explicado como as topoisomerases 
relaxam o DNA e promovem outras reações relacionadas de uma maneira 
controlada e coordenada. 


Os procariotos possuem uma topoisomerase 
especial que introduz supertorções no DNA 


Procariotos e eucariotos possuem topoisomerases de tipo I e de tipo II capazes 
de remover superenrolamentos do DNA. Além dessas, no entanto, os proca- 
riotos apresentam um tipo especial de topoisomerase de tipo II, conhecida 
como “DNA-girase”, que introduz, em vez de remover, supertorções negati- 
vas. A DNA-girase é responsável pelo superenrolamento negativo dos cromos- 
somos em procariotos. Esse superenrolamento negativo facilita o desenrola- 
mento do dúplex de DNA, o que estimula muitas reações deste, incluindo sua 
iniciação da transcrição e da replicação. 


clivagem do DNA passagem do dúplex inferior 
dacupla-fita superior através da quebra da quebra 


FIGURA 4-21 Esquema para a 
alteração no número de ligação do 
DNA pela topoisomerase Il. A topoi- 
somerase || liga-se ao DNA, produz uma 
quebra na dupla-fita, passa o DNA não 
clivado através da lacuna e, então, religa 
a quebra. 
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FIGURA 4-22 Mecanismo esquemático da ação da topoisomerase |. Esta enzima 
diiva uma fita simples do DNA dupla-fita, passa a fita não civada pela quebra e, então, religa a 
quebra. O processo aumenta o número de ligação em +1 


As topoisomerases também desenlaçam e 
desembaraçam as moléculas de DNA 


Além de promover o relaxamento do DNA supertorcido, as topoisomerases 
promovem várias outras reações importantes para a manutenção da estrutura 
adequada do DNA dentro das células. As enzimas utilizam a mesma quebra 
temporária do DNA e a reação de passagem de fitas utilizadas para relaxar o 
DNA para desempenhar essas reações. 

As topoisomerases podem tanto concatenar (encadear) como descon- 
catenar (desencadear) moléculas circulares de DNA. As moléculas de DNA 
circular estão concatenadas quando estão unidas como dois anéis de uma 
corrente (Fig. 4-23a). Entre essas duas propriedades, a habilidade das topoiso- 
merases para desconcatenar o DNA apresenta uma clara importância biológi- 
ca. Como será visto no Capítulo 9, moléculas de DNA concatenadas são fre- 
quentemente produzidas quando um ciclo de replicação do DNA é finalizado 
(ver Cap. 9, Fig. 9-36). As topoisomerases desempenham o papel fundamental 
da separação dessas moléculas de DNA, permitindo que elas sejam segregadas 
nas duas células-filhas durante a divisão celular, O desencadeamento de duas 
moléculas de DNA circular covalentemente fechadas necessita da passagem 
das duas fitas do DNA de uma molécula através de uma quebra de dupla- 
-fita na segunda molécula de DNA. Essa reação depende, portanto, de uma 
topoisomerase de tipo II. A necessidade do desencadeamento explica por que 
as topoisomerases de tipo II são proteínas celulares essenciais. Entretanto, se 
pelo menos uma das duas moléculas de DNA concatenadas apresenta uma 
quebra ou lacuna, então uma enzima de tipo I também pode separar as duas 
moléculas (Fig. 4-23b). 

Embora em geral nos concentremos em moléculas de DNA circular quan- 
do são consideradas questões topológicas, os longos cromossomos lineares 
dos organismos eucariotos também experimentam problemas topológicos. 
Por exemplo, frequentemente ocorre o entrelaçamento de duas moléculas-fi- 
Ihas de DNA de dupla-fita durante um ciclo de replicação do DNA (Fig. 4-230). 
Esses sítios de entrelaçamento, da mesma forma que as ligações entre molé- 
culas de DNA concatenadas, impedem a separação dos cromossomos-filhos 
durante a mitose. Portanto, também é necessário “desembaraçar” o DNA, ge- 
ralmente um processo catalisado por uma topoisomerase de tipo II, a cada 
ciclo de replicação e divisão celular em eucariotos. 
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a topoisomerase de tipo II 


Ocasionalmente, uma molécula de DNA pode sofrer um nó (Fig. 4-23d). 
Por exemplo, algumas reações de recombinação sítio-específica (discutidas 
em detalhes no Cap. 12) geram produtos de DNA cheios de nós. Novamente, 
uma topoisomerase de tipo II pode “desatar” um nó em um dúplex de DNA. 
Se a molécula de DNA apresentar uma quebra ou lacuna, então uma enzima 
de tipo I também poderá executar essa tarefa. 


As topoisomerases utilizam uma ligação covalente 
proteína-DNA para clivar e religar as fitas do DNA 


Para realizar suas funções, as topoisomerases devem clivar uma fita do DNA 
(ou as duas fitas) e religar a fita clivada (ou as fitas). As topoisomerases são 
capazes de promover tanto a clivagem como a religação do DNA sem a as- 
sistência de outras proteínas ou cofatores de alta energia (p. ex., ATP; ver 
também a seguir), porque utilizam um mecanismo intermediário covalen- 
te. A clivagem do DNA ocorre quando um resíduo de tirosina no sítio ativo 
da topoisomerase ataca uma ligação fosfodiéster no esqueleto do DNA-alvo 
(Fig. 4-24). Esse ataque produz uma quebra no DNA, pela qual a topoisome- 
rase é covalentemente ligada a uma das extremidades clivadas, por meio de 
uma ligação fosfotirosina. A outra extremidade do DNA possui um grupo OH 
livre, Essa extremidade também é firmemente mantida pela enzima, como 
será visto a seguir. 

A ligação fosfotirosina conserva a energia da ligação fosfodiéster que foi 
clivada. Portanto, o DNA pode ser religado simplesmente pela reversão da 
reação original: o grupo OH de uma extremidade rompida de DNA ataca a 
ligação fosfotirosina, formando novamente a ligação fosfodiéster do DNA. 


FIGURA 4-23 As topoisomera- 
desencadeiam, desembaraçam e 
desfazem os nós do DNA. (a) Topoiso- 
merases de tipo Il podem concatenar e 
desconcatenar moléculas de DNA circu- 
lares covalentemente fechadas, pela in- 
irodução de uma clivagem de dupla-fita 
no DNA, seguida pela passagem da ou- 
tra molécula de DNA através da quebra. 
(b) As topoisomerases de tipo | podem 
concatenar e desconcatenar moléculas 
apenas se uma fita de DNA tiver uma 
quebra ou lacuna, porque essas enzimas 
divam apenas uma fita de DNA por vez. 
(©) Moléculas de DNA lineares, longas e 
entrelaçadas, formadas, por exemplo, 
durante a replicação dos cromossomos 
eucarióticos, podem ser desembaraçadas. 
por uma topoisomerase. (d) Os nós do 
DNA também podem ser desatados pela 
ação de topoisomerases. 
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FIGURA 4-24 As topoisomerases clivam o DNA utilizando um intermediário co- 
valente de tirosina-DNA. (a) Esquema da reação de clivagem e religação. Para simplificação, 
apenas uma fita simples do DNA é mostrada. Ver Figura 4-25 para uma figura mais realista, 
O mesmo mecanismo é utilizado pelas topoisomerases de tipo |, embora duas subunidades da 
enzima sejam necessárias, uma para clivar cada uma das duas fitas de DNA, As topoisomerases, 
às vezes, clivam no lado 5' e, às vezes, no lado 3'. (b) Diagrama ampliado do intermediário 
covalente de fosfotirosina 


Essa reação regenera a fita de DNA e libera a topoisomerase, a qual pode, 
então, catalisar outro ciclo de reação. Embora as topoisomerases de tipo II ne- 
cessitem da hidrólise de ATP para a sua atividade, a energia liberada por essa 
hidrólise é utilizada para promover alterações conformacionais no complexo 
topoisomerase-DNA, em vez de clivar e religar o DNA. 


As topoisomerases formam uma ponte enzimática e 
passam segmentos de DNA de um lado para outro 


Entre as etapas de clivagem do DNA e de religação do DNA, a topoisomerase 
promove a passagem de um segundo segmento de DNA através da quebra. 
Assim, a ação da topoisomerase requer que todas as reações, de clivagem do 
DNA, passagem da fita e religação do DNA, ocorram de modo altamente coor- 
denado. As estruturas de várias topoisomerases diferentes forneceram evidên- 
cias de como ocorre o ciclo de reação. Aqui será apresentado um modelo de 
como uma topoisomerase de tipo I relaxa o DNA. 

Para iniciar um ciclo de relaxamento, a topoisomerase liga-se a um seg- 
mento do dúplex de DNA, no qual as duas fitas estão separadas (Fig. 4-25a). 
A separação das fitas do DNA é favorecida no DNA alta e negativamente su- 
pertorcido (ver anteriormente), tornando esse DNA um excelente substrato 
para o relaxamento. Uma das fitas do DNA liga-se a uma fenda na enzima 
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FIGURA 4-25 Modelo para o ciclo de reação catalisado por uma topoisomerase 
de tipo I. Uma série de etapas propostas para o relaxamento de uma volta de um plasmídeo 
de DNA negativamente supertorcido. As duas fitas do DNA são mostradas em cinza-escuro 
(não representadas em escala). Os quatro domínios da proteina estão marcados no paine! a: 
(vermelho) Domínio |; (azul-escuro) Il; (verde) IIl; (amarelo) IV. (Adaptada, com permissão, de 
Champoux). 2001. Annu. Rev. Biochem. 70: 369-413. © Annual Reviews.) 


que a coloca próxima ao sítio ativo tirosina. Essa fita é clivada para gerar o 
intermediário covalente DNA-tirosina (Fig. 4-25b). Para o sucesso da rea- 
ção, é necessário que a outra extremidade do DNA recém-clivado também 
esteja firmemente ligada à enzima. Após a clivagem, a topoisomerase sofre 
uma enorme alteração conformacional para abrir uma lacuna na fita cliva- 
da, com a enzima servindo de ponte para essa lacuna. Então, a segunda fita 
de DNA (não clivada) passa por meio da fenda e liga-se a um sítio de ligação 
ao DNA em um sulco interno da proteína com forma de anel (Fig. 4-25c). 
Após a passagem da fita, uma segunda alteração conformacional no com- 
plexo topoisomerase-DNA reaproxima as extremidades clivadas do DNA 
(Fig. 4-25d); a religação das fitas ocorre pelo ataque da extremidade OH so- 
bre a ligação fosfotirosina (ver anteriormente). Após a religação, a enzima 
deve abrir-se outra vez, liberando o DNA (Fig. 4-25€). Esse produto de DNA é 
idêntico à molécula de DNA inicial, exceto pelo fato de o número de ligação 
ter sido acrescido de um. 

Esse mecanismo geral, no qual a enzima forma uma “ponte proteica” 
para a passagem da fita, também pode ser aplicado às topoisomerases de tipo 
II. As enzimas de tipo II, entretanto, são diméricas (ou em alguns casos, tetra- 
méticas). Duas subunidades da topoisomerase, com seus resíduos de tirosina 
no sítio ativo, são necessárias para clivar as duas fitas do DNA, produzindo 
a quebra da dupla-fita, uma característica fundamental do mecanismo das 
topoisomerases de tipo II. 
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FIGURA 4-26 Esquema da separa- 
ção eletroforética de topoisômeros 
de DNA. (coluna A) DNA circular cliva- 
do ou relaxado; (coluna B) DNA linear; 
(coluna C) cccDNA altamente supertorci- 
do; (coluna D) uma escada, ou padrão, de 
topoisômeros. 
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FIGURA 4-27 Separação de DNA 
relaxado e supertorcido pela eletro- 
forese em gel. Topoisômeros de DNA 
relaxado e supertorcido são resolvidos por 
eletroforese em gel. A velocidade de mi- 
gração das moléculas de DNA aumenta à 
medida que aumenta o número de voltas 
super-helicoidais. (Imagem cortesia de J.C. 
Wang.) 


FIGURA 4-28 Intercalação do etí- 
deo no DNA. O etídeo aumenta o espa- 
ço entre pares de bases adjacentes, dis- 
torce o esqueleto açúcar-fosfato regular e 
diminui o enrolamento das hélices. 
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Topoisômeros de DNA podem ser separados por eletroforese 


As moléculas de DNA circular covalentemente fechadas e de mesmo com- 
primento, mas com números de ligação diferentes, são chamadas de topoi- 
sômeros de DNA. Ainda que os topoisômeros apresentem a mesma massa 
molecular, eles podem ser separados por eletroforese em um gel de agarose 
(ver Cap. 7 para uma explicação sobre eletroforese em gel). A base para 
essa separação é que quanto maior a supertorção, mais compacto é o formato 
do cecDNA. Novamente, imagine como o superenrolamento de um fio de te- 
lefone faz ele se tornar mais compacto. Quanto mais compacto estiver o DNA, 
maior será a sua capacidade (até um determinado limite) de migrar por meio 
de uma matriz de gel (Fig. 4-26). Assim, um cccDNA totalmente relaxado 
migra mais lentamente do que um topoisômero altamente supertorcido do 
mesmo DNA circular. A Figura 4-27 apresenta uma “escada” de topolsômeros 
de DNA resolvidos por eletroforese em gel. Moléculas em degraus adjacentes 
da escada diferem umas das outras por uma diferença no número de ligação 
de apenas 1. Obviamente, a mobilidade eletroforética é altamente sensível ao 
estado topológico do DNA (ver Quadro 4-3, Prova de que o DNA apresenta 
uma periodicidade helicoidal de cerca de 10,5 pares de bases por volta a partir 
das propriedades topológicas de anéis de DNA). 


Íons de etídeo fazem o DNA se desenrolar 


O etídeo é um cátion planar, volumoso, composto por múltiplos anéis. Sua 
forma planar possibilita que o etídeo deslize, ou se intercale, entre os pares e 
bases empilhados do DNA (Fig. 4-28). Como ele exibe fluorescência quando 
exposto à luz ultravioleta, e como essa fluorescência aumenta significativa- 
mente após a inserção do íon no DNA, o etídeo é utilizado como corante para 
visualização do DNA. 

Quando um íon de etídeo se intercala entre dois pares de bases, ele provo- 
ca o desenrolamento do DNA em 26º, reduzindo a rotação normal por par de 
bases de —36º para ~10°. Em outras palavras, o etídeo diminui o enrolamento 
do DNA. Imagine o caso extremo de uma molécula de DNA que apresenta um 
íon etídeo entre cada par de bases. Em vez de 10 pares de bases por volta, ela 
teria 36! Quando o etídeo se liga ao DNA linear ou ao DNA circular aberto, 
ele causa um aumento da amplitude helicoidal. Considere-se, porém, o que 
acontece quando o etídeo se liga a um DNA circular covalentemente fechado. 
O número de ligação do cccDNA não se altera (pois nenhuma ligação cova- 
lente é clivada e religada), mas a torção diminui em 26º para cada molécula de 
etídeo que se inseriu no DNA. Como Lk = Tw + Wr, a diminuição em Tw deve 


Cos 


3 É 4 
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EXPERIMENTOS-CHAVE 


Quadro 4-3 Prova de que o DNA apresenta uma periodicidade helicoidal de cerca de 10,5 pares de bases por 
volta a partir das propriedades topológicas de anéis de DNA 


A observação de que os topoisômeros de DNA podem ser 
separados por eletroforese é a base de um experimento sim- 
ples, que confirma que o DNA tem periodicidade helicoidal de 
cerca de 10,5 pares de bases (pb) por volta, quando em solu- 
ção. Considere três cccDNAs com tamanhos de 3.990, 3.995 
e 4.011 pb que foram relaxados pelo tratamento com topoi- 
somerase de tipo |. Quando submetidos à eletroforese 
agarose, os DNAs com 3.990 e 4.011 pb apresentam mobi 
dades essencialmente idênticas. Devido à flutuação térmi 
o tratamento com topoisomerases, na verdade, gera uma pe- 
quena diversidade de topoisômeros, mas, para simplificação, 
será considerada apenas a mobilidade do topoisômero mais 
abundante (que corresponde ao cccDNA no seu estado mais 
relaxado). As mobilidades dos topoisômeros mais abundan- 
tes dos DNAs de 3.990 e 4.011 pb são indistinguíveis, porque 
a diferença de 21 pb entre eles é insignificante, quando com- 


Observa-se, entretanto, que o topoisômero mais abundante 
no anel de 3.995 pb migra levemente mais rápido do que os 
outros dois anéis, mesmo sendo apenas 5 pb maior do que 
o anel de 3.990 pb. Como se explica esse fenômeno? Espera- 


-se que os anéis de 3.990 e 4.011 pb, em seus estados mais 
relaxados, apresentem números de ligação iguais a LKº, ou 
seja, 380, no caso do anel de 4.011 pb (dividindo-se o tama- 
nho por 10,5 pb) e 382, no caso do anel de 3.990 pb. Como 
Lk é igual a LK, a diferença de ligação (Lk = Lk — Lkº), em 
ambos os casos, é zero, e não há distorção. Como o número 
de ligação deve ser um número inteiro, porém, o estado mais 
relaxado do anel de 3,995 pb seria um dos dois topoisômeros. 
que apresentam números de ligação de 380 ou 381. Entre- 
tanto, o Lk para o anel de 3.995 pb é de 380,5. Assim, mes- 
mo em seu estado mais relaxado, um círculo covalentemente. 
fechado de 3.995 pb teria, necessariamente, cerca de metade 
de uma unidade de supertorção (diferença de ligação de 0,5) 
e, portanto, migraria mais rápido do que os circulos de 3.990 
e 4.071 pb, Em outras palavras, para explicar como anéis que 
diferem em tamanho por 21 pb (duas voltas da hélice) apre- 
sentam a mesma mobilidade, enquanto um anel que difere 
em apenas 5 pb (quase a metade de uma volta helicoidal) 
exibe uma mobilidade diferente, deve-se concluir que o DNA 
em solução apresenta uma periodicidade helicoidal de cerca 
de 10,5 pb por volta. 


ser compensada por um aumento correspondente em Wr. Se o DNA circular 
estiver inicialmente supertorcido de maneira negativa (como é normalmente 
o caso, nos DNAs circulares isolados das células), então a adição de etídeo 
aumentará Wr. Isto é, a adição de etídeo relaxará o DNA. Se uma quantidade 
suficiente de etídeo for adicionada, o superenrolamento negativo ficará pró- 
ximo de zero e, se ainda mais etídeo for adicionado, Wr se elevará para acima 
de zero e o DNA se tornará positivamente supertorcido. 

Uma vez que a ligação de etídeo aumenta Wr, sua presença obviamente 
afeta muito a migração de cecDNA durante a eletroforese em gel. Na presen- 
ça de quantidades não saturantes de etídeo, DNAs circulares negativamente 
supertorcidos estão mais relaxados e migram mais lentamente, enquanto os 
cecDNAS relaxados se tornam positivamente supertorcidos e migram mais 


rapidamente. 


RESUMO 


Normalmente, o DNA está na forma de uma dupla-hélice volta- 
da para a direita. A hélice consiste em duas cadeias polinucleo- 
tídicas. Cada cadeia é um polímero de açúcares desoxirriboses 
e fosfatos alternados, unidos por meio de ligações fosfodiéster. 
Uma de quatro bases possíveis projeta-se para fora de cada açú- 
car: a adenina e a guanina, que são purinas, e a timina e a ci- 
tosina, que são pirimidinas. Embora o esqueleto açúcar-fosfato 
seja regular, a ordem das bases é irregular e é a responsável pela 
informação contida no DNA. Cada cadeia apresenta polaridade 
de 5º para 3', e as duas cadeias da dupla-hélice estão orientadas 
de maneira antiparalela — ou seja, estão dispostas em direções 
opostas. 

As cadeias polinucleotídicas são mantidas unidas pelo 
pareamento de bases e pelo empilhamento das bases. O pa- 
Teamento é mediado por ligações de hidrogênio e resulta na li- 


beração de moléculas de água, aumentando a entropia. O em- 
pilhamento das bases também contribui para a estabilidade da 
dupla-hélice por interações favoráveis de nuvens de elétrons 
entre as bases (forças de van der Waals) e pela ocultação das 
superfícies hidrofóbicas das bases (efeito hidrotóbico). 

As ligações de hidrogênio são específicas: a adenina em 
uma cadeia sempre está ligada por pareamento de bases com a 
timina na outra cadeia e, da mesma forma, a guanina sempre 
realiza o pareamento de bases com a citosina. Esse pareamento 
específico entre as bases reflete a localização fixa dos átomos 
de hidrogênio nas bases púricas e pirimídicas nas formas em 
que as bases são encontradas no DNA. A adenina e a citosina 
quase sempre estão na forma tautomérica amino, em oposição 
à forma imino, enquanto a guanina e a timina quase sempre 
estão na forma tautomérica ceto, em oposição à forma enol. 
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A complementaridade entre as bases nas duas fitas fornece ao 
DNA o seu caráter autocodificador. 

As duas fitas da dupla-hélice são separadas (desnaturam) 
quando expostas a temperaturas elevadas, extremos de pH ou 
qualquer agente que provoque o rompimento das ligações de 
hidrogênio. Quando ocorre um lento retorno às condições 
normais da célula, as fitas simples desnaturadas podem reas- 
sociar-se especificamente em duplas-hélices biologicamente 
ativas (renaturação ou anelamento). 

O DNA em solução apresenta periodicidade helicoidal de 
cerca de 10,5 pares de bases por volta da hélice. O empilha- 
mento dos pares de bases origina uma hélice com duas fendas. 
Como os açúcares se projetam das bases em um ângulo de cer- 
ca de 120º, as fendas são de tamanhos diferentes. As extremi- 
dades de cada par de bases estão expostas nas fendas, criando 
um padrão de doadores e aceptores de ligações de hidrogênio 
e de grupos hidrofóbicos que identifica o par de bases, À fenda 
mais ampla — ou maior — é mais rica em informação química do 
que a fenda mais estreita - ou menor - e é mais importante para 
o reconhecimento por proteínas que se ligam a sequências de 
nucleotídeos específicas. 

Praticamente todo o DNA celular é formado por molé- 
culas extremamente longas, com apenas uma molécula de 
DNA por cromossomo. As células eucarióticas acomodam esse 
imenso comprimento, em parte, pelo entolamento do DNA ao 
redor de partículas proteicas, conhecidas como nucleossomos. 
A maioria das moléculas de DNA é linear, mas alguns DNAs 
são circulares, como frequentemente é o caso dos cromosso- 
mos de procariotos e de determinados vírus. 

O DNA é flexível, A menos que a molécula esteja topolo- 
gicamente limitada, ela pode sofrer rotações livremente para 
acomodar alterações no número de vezes que as duas fitas se 
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QUESTÕES 


entrelaçam uma sobre a outra, O DNA está topologicamen- 
te limitado quando ele está na forma de um círculo covalen- 
temente fechado, ou quando está sob a forma de cromatina. 
O número de ligação é uma propriedade topológica invariável 
do DNA circular covalentemente fechado. É o número de vezes 
que uma fita teria de passar por meio da outra fita para separar 
as duas fitas circulares. O número de ligação é o somatório 
de duas propriedades geométricas interconversíveis: a torção, 
que é o número de vezes que as duas fitas estão enroladas uma 
ao redor da outra; e o número de supertorção, que é o núme- 
ro de vezes que o eixo longo do DNA cruza sobre si mesmo 
no espaço. O DNA está relaxado, sob condições fisiológicas, 
quando ele apresenta cerca de 10,5 pares de bases por volta 
e não está supertorcido. Se o número de ligação é diminuído, 
a torção do DNA torna-se mais tensa, e se diz que o DNA está 
negativamente supertorcido. O DNA nas células está, em geral, 
negativamente supertorcido em cerca de 6%. 

O enovelamento do DNA voltado à esquerda ao redor 
dos nucleossomos introduz um superenrolamento negativo 
nos eucariotos. Nos procariotos, que não possuem histonas, 
a enzima DNA-girase é a responsável pela inserção de super- 
torções negativas. A DNA-girase é um membro da família de 
topoisomerases de tipo II. Essas enzimas alteram o número 
de ligação do DNA por um fator de dois, por promoverem 
uma quebra temporária na dupla-hélice e a passagem de uma 
região do dúplex de DNA por meio da quebra. Alguns tipos 
de topoisomerases de tipo II relaxam o DNA supertorcido, 
enquanto a DNA-girase promove supertorções negativas, As 
topoisomerases de tipo I também relaxam DNAs supertorci- 
dos, mas por um fator de um, usando um processo no qual 
uma fita do DNA é passada por meio de uma quebra tempo- 
rária na outra fita. 
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Para respostas de questões de número par, ver Apêndice 2: Respostas. 


Questão 1. Explique o que significam os seguintes adjetivos 
atribuídos ao DNA dupla-fita ou às duas fitas que compõem o 
DNA. 


A. Polar, 
B. Antiparalela. 


C. Complementar. 


Questão 2. 
A. Calcule o número aproximado de pares de bases em qua- 
tro voltas de hélice do DNA B (com base nos valores de es- 
truturas de difração de raios X iniciais). Calcule o número 
aproximado de pares de bases em quatro voltas de hélice 


do DNA B (baseando-se nos valores para o DNA em solu- 
ção), Calcule o comprimento vertical das quatro voltas de 
hélice no DNA B. 

B. Calcule o número aproximado de pares de bases em qua- 
tro voltas de hélice do DNA A (com base nos valores de 
estruturas de difração de raios X iniciais), 


Questão 3. Verdadeira ou Falsa. Se for falsa, reescreva a frase 

com a informação correta. 

A. Uma sequência de DNA com uma porcentagem maior de 
pares de bases G:C do que a porcentagem de pares A:T 
possui uma temperatura de fusão (melting temperature, T,.) 
maior, principalmente devido às três ligações de hidrogê- 
nio encontradas nos pares de bases G:C em comparação 
às duas ligações de hidrogênio dos pares de bases A:T. 

B. A entropia e o empilhamento de bases são os principais 
fatores que contribuem para a estabilidade do DNA dupla- 
fita. 

C. O empilhamento de bases determina a especificidade do 
pareamento de bases no DNA. 


Questão 4. Para cada conjunto de par de bases, afirme se 
os dois pares podem ser distinguidos usando a fenda menor, a 
fenda maior, ambas, ou nenhuma. 


Questão 5. Análogos estruturais de nucleosídeos variam le- 

vemente em estrutura química comparados aos quatro nucleo- 

sídeos primários encontrados no DNA. As estruturas de dois 

análogos de nucleosídeos usados em experimentos de síntese 

de DNA são mostradas a seguir. 

A. Nas linhas marcadas com 1 e 2, cite o desoxinucleosídeo 
que estas estruturas mimetizam. 


oH oH 


a. NT R=” l, N” Q=” 
ri Pa 


B. Circule o(s) grupo(s) químico(s) em cada análogo que 
difere(m) do desoxinuclcosídeo convencional. 


Questão 6. 
A. Você isola um plasmídeo supertorcido com 10.000 pb de 
células de E. coli, Suponha que o plasmídeo é um DNA 
circular covalentemente fechado (covalently closed circular 
DNA, cccDNA). Você trata o plasmídeo de 10.000 pb com 
DNase I sob condições tais que a DNase I cliva em média 
uma vez por molécula de DNA. 
à Cite a ligação clivada pela DNase I. 
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di. Como este tratamento altera o estado topológico do 
plasmídeo de 10,000 pb? 

B. Você então inativa a DNase Le trata o DNA com DNA-liga- 
se mais ATP para criar uma nova população de cccDNAs. 
(A DNA-ligase é uma enzima que une as extremidades das 
quebras e que necessita de ATP para sua atividade enzi- 
mática.) Descreva brevemente o estado topológico dos 
cecDNAs resultantes. Explique seu raciocínio em relação 
ao Lk (número de ligação) e ao LK. 


Questão 7. Você isola um plasmídeo com 10.500 pb (super- 
torcido, cccDNA) de E. coli. O plasmídeo contém um único 
sítio de reconhecimento para EcoRI, uma enzima de restrição. 
Enzimas de restrição reconhecem uma sequência específica e 
clivam ambas as fitas de DNA nesta sequência (Cap. 21). Você 
incuba brevemente o cocDNA a 37°C em quatro reações sepa- 
radas contendo os componentes listados a seguir. Você corre 
a reação em um gel de agarose e visualiza o DNA usando bro- 
meto de etídeo e luz UV. As reações incluíram o tampão apro- 
priado e ATP quando necessário. Um gel de agarose contendo 
quatro canaletas de possíveis produtos é apresentado a seguir. 
Para cada reação, indique qual canaleta do gel contém os pro- 
dutos que você esperaria ver em seu gel de agarose. 


C TA TR | 4 


1. Apenas tampão. 
ii. DNase | (tratamento breve). 
ili. Topoisomerase 1. 

iv. EcoRI. 


Questão 8. Utilize seu conhecimento sobre difração de raios 
X para ligar as letras a seguir a seus padrões de difração corres- 
pondentes. Suponha que o padrão de difração é baseado em 
um padrão repetido (ou arranjo) daquela letra, mas para sim- 
plificar apenas uma letra é representada. (Dica: separe cada le- 
tra em suas linhas componentes e pense no padrão de difração 
que cada linha geraria. Então, combine os padrões das linhas 
individuais para obter o padrão de difração final, Um exemplo 
foi completado para você.) 


LH x+ 


Esta página foi deixada em branco intencionalmente. 


CAPÍTULO 5 


B 
b, 5 


A Estrutura e a 
Versatilidade do RNA 


~, 
A PRIMEIRA VISTA, O RNA PARECE SER MUITO SEMELHANTE AO DNA. Certamente, 


sua composição química difere da do DNA apenas em pequenos deta- 
lhes: um grupo hidroxila em vez de um átomo de hidrogênio em seu 
esqueleto e a ausência de um grupo metila em uma de suas quatro bases. De 
fato, por muitos anos, considerou-se que o RNA exercia apenas um papel de 
suporte para o DNA na transferência de informações. Alguns vírus possuem 
genomas de RNA, mas na grande maioria das vezes, o DNA é a molécula que 
armazena a informação genética na natureza. Por sua vez, o RNA era visto 
como o transportador que transferia a informação genética do DNA para o 
ribossomo, o adaptador que decodificava essa informação, e como um com- 
ponente estrutural do ribossomo. Hoje se reconhece, entretanto, que o RNA 
é muito mais rico e mais complexo em estrutura do que o DNA e muito mais 
versátil em relação ao que se pensava anteriormente 
O RNA é encontrado principalmente como uma molécula de fita simples. 
No entanto, por meio do pareamento de bases intracadeia, o RNA assume 
uma característica de dupla-hélice e é capaz de se enovelar em uma ampla 
diversidade de estruturas terciárias. Essas estruturas são cheias de surpresas, 
como pareamentos de bases não convencionais, interações base-esqueleto 
e configurações semelhantes à nós. O mais surpreendente, e de enorme re- 
levância evolutiva, é que algumas moléculas de RNA são enzimas que pro- 
movem reações centrais na transferência de informação dos ácidos nucleicos 
para as proteínas. 


O RNA CONTÉM RIBOSE E URACILA E 
NORMALMENTE É COMPOSTO POR FITA SIMPLES 


O RNA difere do DNA em três aspectos (Fig. 5-1). Primeiro, o esqueleto do 
RNA contém ribose, em vez de 2'-desoxirribose. Ou seja, a ribose apresenta 
um grupo hidroxila na posição 2’. Segundo, o RNA contém uracila, no lugar 
de timina. A uracila tem a mesma estrutura de um anel único da timina, exce- 
to pela ausência do grupo metila na posição 5 (o grupo 5 metila). A timina 
é, na verdade, uma 5-metila-uracila. Além disso, como a timina, a uracila 
pareia com a adenina (ver Fig. 5-2). Considerando a semelhança entre as duas 
bases, por que a evolução selecionou a presença de um grupo metila extra 
no DNA? Como será visto no Capítulo 10, a base citosina sofre desaminação 
espontânea para gerar a uracila, a qual pode ser reconhecida por sistemas de 
reparo como estranha ao DNA e restaurada à citosina. Se o material genético 
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FIGURA 5-1 Características estru- 
turais do RNA. A figura mostra a estru- 
tura do esqueleto de RNA, composta por 
moléculas alternadas de fosfato e ribose. 
As características do RNA que o distin- 
guem do DNA estão destacadas em ver- 
meiho. 
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FIGURA 5-2 A uracila pareia com 
a adenina. Observa-se que a posição 5, 
na qual a uracila difere da timina, não 
está envolvida no pareamento das bases. 
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possuísse uracila, então a uracila gerada a partir da desaminação da citosina 
não seria detectada pelos sistemas de vigilância que mantêm o genoma. 

Terceiro, o RNA é, normalmente, encontrado como uma única cadeia po- 
linucleotídica. Exceto em determinados vírus, como os que causam gripe e 
Aids, o RNA não é o material genético e não precisa servir como molde para 
a sua própria replicação. Em vez disso, o RNA funciona como um interme- 
diário, o RNA mensageiro (mRNA), entre o gene e a maquinaria de síntese 
proteica. Uma outra função do RNA é como adaptador, o RNA transportador 
(RNA), entre os códons no mRNA e os aminoácidos. O RNA também desem- 
penha um papel estrutural, como os componentes de RNA do ribossomo. 
Ainda outro papel para o RNA é como uma molécula reguladora que, por 
meio da complementaridade de sequências, liga-se a determinados mRNAs, 
interferindo na tradução (ver Cap. 20). Finalmente, alguns RNAs (incluindo 
um dos RNAs estruturais do ribossomo) são enzimas que catalisam reações 
essenciais na célula. Em todos esses casos, o RNA é copiado como fita simples, 
produzida a partir de apenas uma das duas fitas do DNA-molde, e não existe 
uma fita complementar a ela. O RNA é capaz de formar duplas-hélices exten- 
sas, mas estas são incomuns na natureza. 


CADEIAS DE RNA DOBRAM-SE SOBRE SI 
PARA FORMAR REGIÕES LOCALIZADAS DE 
DUPLA-HÉLICE SIMILARES À FORMA A DO DNA 


Apesar de serem fitas simples, as moléculas de RNA geralmente exibem carac- 
terísticas de dupla-hélice (Fig. 5-3). Isso ocorre porque as cadeias de RNA fre- 
quentemente dobram-se sobre si formando segmentos pareados entre peque- 
nos trechos de sequências complementares. Se os dois trechos de sequências 
complementares estiverem próximos um do outro, o RNA poderá adotar uma 
estrutura de haste-alça (do inglês, stem-loop) na qual o RNA interveniente 
está projetado para fora da extremidade do segmento da dupla-hélice (Fig. 5-3). 
Trechos de RNA dupla-hélice também podem exibir alças internas (nucleotí- 
deos não pareados em ambos os lados da haste), protuberâncias (um nucleo- 
tídeo não pareado em um lado da protuberância) ou junções (Fig. 5-3). 

A estabilidade das estruturas de haste-alça pode ser aumentada pelas pro- 
priedades especiais da alça. Por exemplo, uma haste-alça com a sequência 
“tetra-alça” UUCG é mais estável do que o esperado, devido a interações espe- 
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FIGURA 5-3 Características da dupla-hélice do RNA. Em uma molécula de RNA que 
apresenta regiões com sequências complementares, as regiões intervenientes (não complemen- 
tares) de RNA podem formar “laços”, como nas estruturas ilustradas na figura: uma protube- 
tância, uma alça interna ou uma alça em forma de grampo. 


ciais de empilhamento entre as bases na alça (Fig. 5-4). O pareamento de ba- 
ses pode, também, ocorrer entre sequências que não são contíguas, formando 
estruturas complexas, apropriadamente chamadas de pseudonós (Fig. 5-5). 
As regiões de pareamento de bases no RNA podem formar uma dupla-hélice 
regular ou podem apresentar regiões descontinuas, como nucleotídeos não 
complementares que se projetam para fora da hélice. 

Outra característica do RNA que aumenta a sua propensão a formar estru- 
turas de dupla-hélice é um pareamento de bases não convencional, que não é 
do tipo Watson-Crick. Um exemplo disso é o par de bases G:U, que realiza liga- 
ções de hidrogênio entre o N3 da uracila e a carbonila em C6 da guanina, e en- 
tre a carbonila em C2 da uracila e o N1 da guanina (Fig. 5-6). Pares de base não 
convencionais podem ser encontrados em todas as combinações de RNA (GA e 
GU são as mais abundantes no RNA ribossomal). Como os pares de bases G:U 
podem ocorrer tão eficientemente quanto os dois pares de bases Watson-Crick 
convencionais, as cadeias de RNA apresentam uma maior capacidade à auto- 
complementaridade, Assim, o RNA frequentemente exibe regiões localizadas 
de pareamento de bases, mas não a helicoidicidade regular e extensa do DNA. 

A presença de 2'-hidroxilas no esqueleto do RNA impede que ele adote 
uma forma de hélice B. Em vez disso, o RNA dupla-hélice lembra a forma 
A da estrutura do DNA. Dessa maneira, a fenda menor é mais aberta e rasa 
e, portanto, acessível; mas lembre-se de que a fenda menor oferece pouca 
informação sequência-específica. Por outro lado, a fenda maior é tão estreita 
e profunda que se torna pouco acessível às cadeias laterais dos aminoácidos 
das proteínas com as quais interage. Assim, a dupla-hélice de RNA é bastante 
diferente da dupla-hélice de DNA em seus detalhes de estrutura atômica e 
menos adequada a estabelecer interações sequência-específicas com proteí- 
nas. Entretanto, há muitos exemplos de proteinas que se ligam ao RNA de 
maneira sequência-específica, geralmente contando com o reconhecimento 


C(UUCG)G tetra-aiça 


FIGURA 5-4 Tetra-alça. As intera- 
ções de empilhamento de bases promo- 
vem e estabilizam a estrutura de tetra- 
alça. Os círculos cinzas entre as riboses 
mostradas em roxo representam os resi- 
duos de fosfato do esqueleto do RNA, As 
linhas horizontais representam as intera- 
ções de empilhamento de bases. 
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FIGURA 5-5 Pseudonó. A estrutura 
de pseudonó é formada pelo pareamento 
de bases entre sequências complementa- 
res não contíguas. 


ribose 
Nha 


FIGURA 5-6 Par de bases G:U. 
A estrutura ilustra as ligações de hidrogê- 
nio que permitem o pareamento de bases 
entre a guanina e a uracila. 


de alças em forma de grampo, protuberâncias e distorções causadas por pares 
de bases não convencionais. Exemplos disso são as tRNA sintetases com seus 
respectivos tRNAs; a conhecida toxina proteica vegetal ricina, que cliva uma 
ligação glicosídica essencial na alça “sarcina/ricina” do RNA da subunidade 
grande do ribossomo eucariótico; e a proteína humana UIA, que se liga ao 
elemento de inibição da poliadenilação de ULA, em forma de U, no mRNA, 
bloqueando a poli(A) polimerase e limitando o tamanho da cauda de poli(A). 

Às vezes, as estruturas secundárias do RNA podem ter funções biológicas 
importantes sem a intervenção de proteínas. Um exemplo marcante vem do 
campo da patogênese bacteriana. Bactérias patogênicas expressam genes de vi- 
rulência que são responsáveis por causar doenças em animais. Em geral, genes 
de virulência não são expressos fora do hospedeiro; em vez disso, a expressão é 
induzida por estímulos do animal infectado. Um desses estímulos é a tempera- 
tura, que é maior dentro do que fora do animal. Como o patógeno detecta este 
aumento de temperatura e como seu termômetro ativa os genes de virulência? 
Essa resposta é conhecida para Listeria monocytogenes, patógeno transmitido 
pelos alimentos que causa doença grave em indivíduos imunocomprometidos 
e gestantes. Os genes de virulência em L. monocytogenes são ativados por um 
fator de transcrição chamado de PrfA, cuja síntese é, por sua vez, controlada 
em nível de tradução por uma região a montante (upstream) em seu mRNA 
que contém o sítio de ligação ao ribossomo (ver Fig. 5-7). Como será visto 
no Capítulo 15, o sítio de ligação ao ribossomo é uma sequência reconhecida 
pelo ribossomo no início da síntese proteica. A região a montante dobra-se 
sobre si formando uma estrutura secundária de RNA sensível à temperatura 
que mascara o sítio de ligação ao ribossomo, de forma a deixá-lo inacessível ao 
ribossomo a 30°C. A 37°C, no entanto, a estrutura se desfaz, permitindo que a 
maquinaria de tradução acesse o sítio de ligação ao ribossomo e produza PrfA. 
Uma demonstração de que a estrutura secundária é necessária e suficiente para 
a termorregulação vem do uso de uma fusão da região a montante com o gene 
da proteína verde fluorescente (ver Quadro 5-2). Quando transplantada em 
E. coli, a fusão produz fluorescência a 37°C, mas não a 30°C. 


O RNA PODE ENOVELAR-SE EM ESTRUTURAS 
TERCIÁRIAS COMPLEXAS 


Livre das limitações resultantes da formação de hélices regulares longas, o 
RNA pode adotar uma grande variedade de estruturas terciárias. Isso aconte- 
ce porque o RNA apresenta uma enorme liberdade de rotação no esqueleto 
de suas regiões não pareadas. Assim, o RNA pode dobrar-se em estruturas 
terciárias complexas, frequentemente envolvendo pareamentos não conven- 
cionais de bases, como interações triplas e interações entre base e esqueleto, 
observadas nos tRNAs (ver como exemplo a ilustração da trinca de bases 
U:A:U na Fig. 5-8). Algumas proteínas podem auxiliar a formação de estrutu- 
ras terciárias compostas por grandes moléculas de RNA, como as encontradas 
nos ribossomos. As proteínas revestem as cargas negativas dos esqueletos 
de fosfato, cujas forças eletrostáticas repulsivas desestabilizariam a estrutura. 
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FIGURA 5-7 Um termômetro para a expressão de genes de virulência. O gene 
regulador prfA de L. monocytogenes é controlado em nivel traducional pela disponibilização 
dependente de temperatura do sítio de ligação ao ribossomo (RBS, nbosome-binding site). 
As elipses azuis representam as subunidades do ribossomo. (Adaptada, com permissão, de 
Elsevier, de Johannson J. et al. 2002. Cell 110: 551-561, Fig: 7.) 


As estruturas terciárias formadas pelo RNA não são necessariamente está- 
ticas. Ao contrário, a mesma molécula de RNA pode existir em uma ou mais 
conformações alternativas. Esta capacidade de alternar entre estruturas alter- 
nativas pode, às vezes, ter significado biológico importante, como no caso 
dos riboswitches (ver a seguir e no Cap. 20) e do mRNA do vírus da leucemia 
murina (ver Quadro 5-1). 


SUBSTITUIÇÕES NUCLEOTÍDICAS E SONDAS 
QUÍMICAS REVELAM A ESTRUTURA DO RNA 


Como foi visto, moléculas de RNA exibem estruturas diversas envolvendo ex- 
tensões de hélice, protuberâncias, alças e interações terciárias de longo alcan- 
ce, Como essas estruturas são determinadas? Abordagens tradicionais incluem 
ressonância magnética nuclear (RMN) e cristalografia por ralos X, mas desven- 
dar estruturas por esses métodos é desafiador e a RMN não pode ser usada para 
grandes moléculas de RNA. Uma abordagem alternativa é sondar a estrutura 
de uma molécula de RNA com substâncias químicas que reagem com bases 
não pareadas em combinação com algoritmos que predizem a estrutura a par- 
tir da energética conhecida das interações de empilhamento e de ligações de 
hidrogênio. Essas abordagens químicas são geralmente pouco confiáveis. Em 
uma inovação marcante, foi desenvolvida uma estratégia de “mutar e mapear” 
que permite prever estruturas de RNA com alta confiabilidade. 


FIGURA 5-8 Trinca de bases U:A:U. 
A estrutura mostra um exemplo de forma- 
ção de ligações de hidrogênio que permi- 
Je o pareamento incomum de uma trinca 
de bases. 
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e 5-1 Umriboswitch controla 


sintese de proteínas pelo vírus da leucemia murina 


O virus da leucemia murina (murine leukemia virus, MLV) 
é um virus de RNA que causa câncer em camundongos e 
outros vertebrados. Assim como o virus da imunodeficiên- 
cia humana (HIV, human immunodeficiency virus), ele é um 
membro de uma classe de vírus de RNA conhecida como re- 
trovírus, que replicam via um intermediário de DNA. O ge- 
noma do RNA é copiado em DNA pela enzima transcriptase 
reversa. O genoma de RNA, que também é o mRNA, codifica 
uma proteína estrutural do vírus, chamada de Gag, e uma 
poliproteína composta por Gag e pela enzima transcriptase 
reversa, chamada de Pol. O gene da Gag está imediatamente 
a montante do gene para Pol. Gag pode ser produzida sozi- 
nha ou como uma proteína de fusão, Gag- Pol, pela tradu- 
ção extendida do gene Pol a jusante (downstream). Quando 
Gag é produzida sozinha, o ribossomo para a tradução em 
um códon de parada (ver Cap. 15) localizado no fim da se- 
quência codificadora de Gag. Quando a proteina de fusão 
é gerada, o ribossomo lê além do códon de parada, conti- 
nuando a tradução por meio da sequência codificadora de 
Pol, criando Gag-Pol. Como a proteina estrutural é neces- 
sária em maior abundância do que a enzima, é importante 
que o vírus mantenha uma proporção adequada das duas 
proteinas. O vírus faz isso pela limitação da leitura continua 
a 5 a 10% dos ribossomos tradutores. 
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Esse esquema possui muitas vantagens. Ele elimina a 
necessidade de elementos promotores adicionais em um ge- 
noma já compacto e conecta a produção da enzima viral à 
síntese do componente estrutural, permitindo a fácil incor- 
poração no vírus durante o brotamento viral. 

Como o MLV consegue controlar a leitura traducional de 
seu mRNA? Victoria D'Souza e Steven Goff e seus colabora- 
dores resolveram essa questão usando a RMN para determi- 
nar a estrutura 3D da sequência do mRNA de MLV a jusante 
do códon de parada para Gag (Houck-Loomis et al. 2011). 
Eles descobriram que a sequência a jusante possui um pseu- 
donó, e que este não possui uma estrutura única apresen- 
tando um equilibrio dinâmico com duas conformações. Uma 
conformação limita a tradução à sintese de Gag - conforma- 
ção inativa - e a outra permite a leitura para criar Gag-Pol 
= conformação ativa (ver Quadro 5-1, Fig. 1). 

Para assegurar que apenas um número limitado de 
MRNAS seja lido além do códon de parada, o pseudonó atua 
como um sensor de prótons. Sob pH fisiológico, a concentra- 
ção de prótons é tal que apenas 5 a 10% dos pseudonós per- 
cebem os prótons e adquirem a conformação ativa, Para efe- 
tuar isso, a molécula usa o átomo de nitrogênio N1 de uma 
adenina, que geralmente não é protonado, para adquirir um 
próton e formar uma base tripla na molécula, alterando sua 
conformação para a forma ativa. 


QUADRO 5-1 FIGURA 1 Um equilíbrio entre duas 
estruturas de pseudonós controla a tradução por meio 
de um códon de parada. Os ribossomos que traduzem o 
RNA de MLV encontram um códon de parada (UAG) imedia- 
tamente a jusante da fase aberta de leitura de Gag. Quando 
o pseudonó está na conformação inativa (parte superior), a 
tradução termina no códon de parada, resultando na sinte- 
se da proteína Gag. Entretanto, quando o pseudonó está na 


conformação ativa (parte inferior), o ribossomo consegue 
ler através do códon de parada, resultando na síntese da 
proteina de fusão Gag-Pol. O equilibrio entre as duas con- 
formações dita as proporções de Gag e Gag-Pol. As formas 
desprotonada e protonada da adenina estão representadas 
em vermelho e verde, respectivamente. (Figura gentilmente 
cedida por V. D'Souza.) 
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Mutar e mapear é um procedimento bidimensional que combina abor- 
dagens mutacionais e de modificações químicas. Primeiro, faz-se uma biblio- 
teca de substituições nucleotídicas na qual cada nucleotídeo é substituído 
com seu complemento em uma sequência selecionada de RNA. Depois, cada 
RNA mutante é quimicamente modificado em um procedimento conhecido 
como SHAPE (selective 2'-hydroxyl acylation analyzed by primer extension). No 
SHAPE, os RNAs são tratados com um reagente químico (p. ex., N-anidrido 
metil isatoico) que ocila preferencialmente o 2'-OH dos nucleotídeos que não 
estão pareados. A posição de nucleotídeos não pareados é, então, determina- 
da por uma estratégia de extensão de primers (iniciadores), na qual primers 
de DNA são alongados com transcriptase reversa (ver Cap. 12). À transcrip- 
tase reversa interrompe o alongamento quando encontra uma modificação 
química, e a posição desta é, então, determinada a partir do tamanho dos 
produtos da extensão de primers. 

A Figura 5-9 mostra o resultado da aplicação do mutar e mapear a 
um tipo de RNA conhecido como riboswitch (como será visto no Cap. 20, 
os riboswitches são RNAs que se ligam a pequenas moléculas específicas). 
O eixo horizontal indica as posições ao longo do RNA (de 5' para 3') e o 
eixo vertical indica a mutação de substituição nucleotídica para cada RNA 
mutante (com a mutação na extremidade 5' na parte superior, e a mutação 
na extremidade 3', na inferior). Os quadros identificam nucleotídeos que 
reagiram com o reagente acilante e, portanto, estão supostamente não pa- 
reados. A diagonal corresponde a nucleotídeos não pareados em posições 
que foram mutadas. Isto é, cada posição de acilação ao longo da diagonal 
corresponde a cada posição de mutação. Os quadros fora da diagonal são 
nucleotídeos que se tornaram não pareados como consequência direta de 
uma mutação em um nucleotídeo diferente. Estes geralmente representam 
nucleotídeos que se tornaram não pareados em consequência de uma subs- 
tituição nucleotídica no membro complementar de um par de bases. Em 
alguns casos, no entanto, as mutações desestabilizam uma hélice inteira, 
causando o despareamento de vários nucleotídeos adjacentes. Em uma eta- 
pa final, os dados são analisados usando um algoritmo de modelagem de 
estrutura de RNA (como RNAstructure). O algoritmo não apenas consegue 
prever hélices como também interações de longo alcance envolvendo um 
número bastante pequeno de nucleotídeos adjacentes. Conseguentemente, 
a estratégia de mutar e mapear possibilita prever interações secundárias e 
terciárias. Aplicações de mutar e mapear a RNAs cujas estruturas são inde- 
pendentemente conhecidas (como o exemplo do riboswitch mostrado na 
Fig. 5-9) estabeleceram a credibilidade do método. 
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FIGURA 5-9 Estratégia bidimen- 
sional para prever as estruturas se- 
cundária e terciária do RNA. Repre- 
sentação de dados de experimento tipo 
mutar e mapear para uma ribozima, na 
qual o eixo horizontal mostra os sítios 
de acetilação ao longo do RNA e o eixo 
vertical, os sítios de mutação. Os sítios 
de acilação estão indicados por quadros 
cinzas e pretos (com a intensidade da cor 
indicando a extensão da modificação). 
Apenas os dados mais significativos estão 
representados, com base no uso de um 
algoritmo de análise estatística. (Adapta- 
da, com permissão, de Kladwang W. et al. 
2011. Nat. Chem. 3: 954-962, Fig. 2A, 
p.956 © MacMillan.) 
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FIGURA 5-10 Ciclo para geração 
de RNAs que se ligam a pequenas 
moléculas por SELEX. 


A EVOLUÇÃO DIRIGIDA SELECIONA RNAS QUE 
SE LIGAM A MOLÉCULAS PEQUENAS 


Os pesquisadores aproveitaram a potencial complexidade estrutural do 
RNA para produzir novas espécies de RNA (não encontradas na natureza) 
com propriedades desejáveis específicas por um processo de evolução di- 
rigida conhecido como SELEX (do inglês, systematic evolution of ligands by 
exponential enrichment [evolução sistemática de ligantes por enriquecimento 
exponencial)). Por meio da síntese de moléculas de RNA com sequências 
aleatórias, tornou-se possível a obtenção de misturas de oligonucleotídeos 
representativas de uma vasta diversidade de sequências. Por exemplo, uma 
mistura de oligorribonucleotídeos de comprimento igual a 20 e tendo qua- 
tro nucleotídeos possíveis em cada posição teria uma complexidade poten- 
cial de 4” sequências, ou 10" sequências! A partir de misturas de diversos 
oligorribonucleotídeos, pode-se selecionar bioquimicamente moléculas de 
RNA (p. ex., por cromatografia de afinidade) que possuem determinadas 
propriedades, como afinidade por uma pequena molécula ou proteína es- 
pecífica. Estes RNAs são conhecidos como aptâmeros. Rodadas sucessivas 
de amplificação pela reação em cadeia da polimerase (ver Cap. 7) e a diver- 
sificação de sequência realizada pelo uso de uma polimerase mutagênica, 
seguidas por rodadas de seleção, podem enriquecer em aptâmeros com afi- 
nidades progressivamente maiores para a pequena molécula ou proteína li- 
gante (Fig. 5-10). Exemplos de ligantes reconhecidos por aptâmeros de RNA 
são ATP, canamicina, tobramicina, neomicina, cianocobalamina, a proteína 
priônica PrP e o fator de coagulação X11a. Uma estratégia inteligente, ba- 
seada em rodadas de SELEX, produziu ainda outro exemplo - moléculas de 
RNA com alta afinidade para um fluoróforo de maneira semelhante à da 
proteina fluorescente verde (ver Quadro 5-2). 

De fato, a natureza fez exatamente isso, como será visto no Capítulo 20. 
Óperons metabólicos de bactérias estão às vezes sob o controle de elementos 
de RNA reguladores conhecidos como riboswitches, que se ligam e respon- 
dem a pequenas moléculas ligantes no controle da transcrição gênica e da tra- 
dução. Exemplos de metabólitos que são reconhecidos por estes riboswitches 
são o aminoácido lisina, a base nucleotídica guanina, o cofator enzimático 
coenzima B12 e o metabólito glicosamina-ó-fosfato, como será discutido a 
seguir. 


ALGUNS RNAS SÃO ENZIMAS 


Por muitos anos, acreditou-se que apenas as proteínas poderiam ser enzi- 
mas. Uma enzima deve ser capaz de se ligar a um substrato, realizar uma 
reação química, liberar o produto e repetir essa sequência de eventos inú- 
meras vezes. As proteínas são adequadas para desempenhar essa tarefa, por- 
que elas são compostas por muitos tipos de aminoácidos diferentes (20) e 
elas podem adotar estruturas terciárias complexas, com os locais de ligação 
para o substrato e pequenas moléculas de cofatores e um sítio ativo para a 
catálise. Sabe-se, agora, que os RNAs, que podem da mesma forma adotar 
estruturas terciárias complexas, também podem atuar como catalisadores 
biológicos. Essas enzimas de RNA são conhecidas como ribozimas, e apre- 
sentam muitas das características de uma enzima clássica, como sítio ativo, 
sítio de ligação para substrato e sítio de ligação para cofator, como um íon 
metálico. 

Uma das primeiras ribozimas a ser descoberta foi a RNase P, uma ribo- 
nuclease envolvida na produção de moléculas de tRNA a partir de longos 
RNAs precursores. Especificamente, a RNase P cliva um segmento-líder da ex- 
tremidade 5º do RNA precursor para gerar o tRNA maduro e funcional, como 
representado na Figura 5-11. A RNase P é composta por RNA e proteína, mas 
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Quadro 5-2 Criação de um RNA que mimetiza a proteína fluorescente verde por evolução dirigida 


Uma das proteinas mais úteis em biologia molecular é a pro- 
teina fluorescente verde (GFP, green fluorescent protein), que 
emite luz verde quando excitada por luz ultravioleta. A pro- 
teina fluorescente verde, que gera um fluoróforo covalente- 
mente ligado, foi descoberta na água-viva Aequorea victoria. 
A habilidade para expressar GFP funcional em vários organis- 
mos, desde bactérias até peixes e camundongos, possibilitou 
que os pesquisadores utilizassem a GFP em numerosas apli- 
cações científicas. Por exemplo, a proteina pode ser usada 
como um repórter para a expressão gênica em células vivas e 
até mesmo para a visualização das localizações celulares de 
proteínas às quais ela é fusionada. Como foi visto, a grande 
diversidade do RNA, sua capacidade de enovelar-se em estru- 
turas terciárias complexas e a invenção do SELEX tornaram 
possível criar aptâmeros feitos sob medida com muitos tipos 
de propriedades úteis, Uma aplicação recente e particular- 
mente marcante do SELEX é a criação de aptâmeros de RNA 
que se ligam a pequenas moléculas de fluoróforos para criar 
miméticos de GFP, desenvolvidos por Jeremy Paige e colabo- 
radores (ver Paige et al. 2011. Science 333: 642-646). Estes 
complexos RNA-fluoróforo são semelhantes em cor e brilho à 
GFP, mas possuem características úteis adicionais, como será 
explicado a seguir. 

O fluoróforo autogerado na GFP é o 4-hidroxibenailide- 
no imidazolinona, cuja fluorescência é ativada por contatos 
específicos com a porção proteica da GFP pela supressão do 
movimento intramolecular, que previne a fluorescência no 
fluoróforo livre, Como ponto de partida, Paige e seus cola- 
boradores usaram um derivado do fluoróforo natural da 
GFP (3,5-dimetoxi-4-hidroxibenailideno imidazolinona) que, 
da mesma forma, necessita de supressão do movimento 
intramolecular para fluorescer. Dez rodadas de SELEX ge- 
raram moléculas de RNA que se ligavam à 3,5-dimetoxi-4- 
-hidroxibenzilideno imidazolinona que havia sido imobiliza- 
da em agarose. Um dos RNAs desenvolvidos, chamado de 
Spinach, induzia fluorescência verde-brilhante quando liga- 
do ao fluoróforo livre. Usando outros fluoróforos e rodadas 
adicionais de SELEX, os autores geraram complexos RNA- 
-fluoróforo exibindo uma paleta de cores que variava do azul 
ao vermelho (Quadro 5-2, Fig. 1). Como uma demonstração 
da utilidade destes aptâmeros, Paige e seus colaboradores 
fusionaram a sequência codificadora de Spinach à extremi- 
dade 3' do gene do RNA 55, um componente não codifica- 
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QUADRO 5-2 FIGURA 1 Complexos RNA-fluoróforo 
exibindo uma variedade de cores diferentes. (Reproduzi- 
da, com permissão, de Paige J.S. et al. 2011. Science 333: 
642-646, Fig. 2D. © AAAS.) 


dor da subunidade maior do ribossomo, que é sintetizado 
pela RNA-polimerase Ill (ver Cap. 15). Usando o construto 
5S-Spinach, os autores conseguiram visualizar o movimento 
do RNA ribossomal do núcleo para o citosol na célula. 

Recentemente, o Spinach foi ainda mais modificado 
para servir como sensor para metabólitos celulares. Isso foi 
realizado pela junção do Spinach a um aptâmero que se liga 
a um metabólito, como a $-adenosil metionina (SAM) ou o 
ATP (Quadro 5-2, Fig. 2). O sensor de RNA resultante, o qual 
é composto pelo Spinach e por um domínio de ligação ao 
metabólito, é projetado de tal maneira que não consegue 
se ligar ao fluoróforo a menos que a estrutura seja também 
estabilizada pela ligação do metabólito. Um desses sensores. 
de RNA foi utilizado para fazer imagens da SAM em células. 
vivas de E. coli. Células privadas de metionina (um precursor 
biossintético para SAM) e contendo sensores foram tratadas 
com o fluoróforo, seguido pela adição de metionina ao meio 
de cultivo, resultando em acentuada estimulação na fluores- 
cência celular. Sensores desse tipo podem ser uma nova e 
poderosa forma para monitorar alterações nos níveis de me- 
tabólitos em células vivas, em tempo real. 

Esses exemplos ressaltam a notável versatilidade do 
RNA. À natureza explorou essa versatilidade na seleção na- 
tural para criar riboswitches, ribozimas, moléculas de tRNA 
e RNAs reguladores, que serão considerados nos Capítulos. 
15 e 20. Hoje os biólogos moleculares também estão come- 
cando a explorar essa versatilidade para criar uma ampla va- 
riedade de moléculas de RNA que prometem ser úteis para 
a humanidade. 


QUADRO 5-2 FIGURA 2 Uso do SELEX para criar sen- 
sores de metabólitos. O sensor de metabólito contém domí- 
nios de ligação para um fluoróforo (representado em verde) 
e para um metabólito (representado em cor-de-rosa). Um 


complexo fluorescente estável será formado apenas quan- 
do o RNA estiver ligado a ambas as moléculas. (Adaptada, 
com permissão, de Paige J.S. et al. 2012. Science 335: 1194, 
Fig. 1A. © AAAS.) 
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FIGURA 5-11 A RNase P cliva um 
segmento de RNA da extremidade 5' 
de um precursor de moléculas de 
tRNA. 


FIGURA 5-12 Estrutura da RNase P. 
A estrutura de cristal de uma holoenzima 
ribonuclease P bacteriana, aqui ilustrada, 
mostra a subunidade de RNA (em roxo) ea 
subunidade proteica (em azul) complexa- 
das ao tRNA (em amarelo). [ons metálicos 
no centro catalitico estão representados 
como pequenas esferas vermelhas. (Esta 
estrutura, montada a partir de coordena- 
das do Protein Data Base [PDB: 3Q1R), é 
baseada na descrição de Reiter N.J. et al. 
2010. Nature 468: 784-789.) 
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a porção RNA é a que atua como catalisador. A porção proteica da RNase P 
facilita a reação pela neutralização das cargas negativas do RNA, possibilitan- 
do sua ligação efetiva a seu substrato negativamente carregado. A porção RNA 
é capaz de catalisar a clivagem do tRNA precursor na ausência da proteina se 
um pequeno íon positivamente carregado, como o peptídeo espermidina, for 
utilizado para encobrir as cargas negativas repulsivas. 

Como se vê a seguir, as moléculas de tRNA dobram-se em uma estru- 
tura terciária em forma de L com as extremidades 5' e 3' da molécula, 
próximas entre si. A estrutura de cristal da RNase P revela que o sítio de 
clivagem do esqueleto fostodiéster está localizado dentro do centro catali- 
tico da porção de RNA da RNase P, com a porção proteica interagindo com 
o líder (Fig. 5-12). 

Um exemplo de RNA que é ao mesmo tempo uma ribozima e um 
riboswitch é a estrutura encontrada na região 5' não traduzida do mRNA da 
proteína enzimática GlmS. A GlmS catalisa a síntese do metabólito glico- 
samina-6-fosfato. O RNA é uma ribozima que degrada o mRNA da GImS, 
mas a atividade da ribozima é dependente da glicosamina-6-fosfato; sendo 
assim, ele também é um riboswitch. Portanto, quando os níveis de glicosa- 
mina-6-fosfato estão altos, o mRNA é degradado, reduzindo a síntese do 
metabólito. 

Outras ribozimas realizam reações de transesterificação que participam 
na remoção de sequências intervenientes, conhecidas como íntrons, de pre- 
cursores de determinados mRNAs, tRNAs e RNAs ribossômicos (rRNAs), em 
um processo conhecido como splicing do RNA (ver Cap. 14). 


A ribozima hammerhead (cabeça de martelo) cliva 
o RNA pela formação de um 2',3'-fosfato cíclico 


Vamos olhar com mais atenção para a estrutura e a função de uma ribo- 
zima em particular, chamada de hammerhead, ou cabeça-de-martelo. 
A cabeça-de-martelo é uma ribonuclease sequência-específica encontrada 
em determinados agentes infecciosos de RNA de plantas, conhecidos como 
viroides, os quais dependem da autoclivagem para se propagar. Quando 
o viroide se replica, produz múltiplas cópias em uma cadeia contínua de 
RNA. Os viroides individuais surgem após a clivagem, e essa reação de cli- 
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vagem é realizada pela sequência de RNA ao redor da junção. Uma dessas 
sequências de autoclivagem é chamada de cabeça-de-martelo, devido ao 
formato de sua estrutura secundária, que consiste em três hastes com bases 
pareadas (I, II e II) ao redor de uma região central de nucleotídeos não 
complementares necessários para a clivagem (Fig. 5-13). A reação de cliva- 
gem ocorre na citosina 17. A estrutura terciária da cabeça-de-martelo mos- 
tra que o centro catalítico está localizado próximo à junção das três hastes 
no cerne da ribozima (Fig. 5-13). 

Para entender como a cabeça-de-martelo atua, será examinado inicial- 
mente como o RNA sofre hidrólise sob condições alcalinas. Em pH elevado, 
a 2'-hidroxila da ribose no esqueleto de RNA pode ser desprotonada, e o 
oxigênio negativamente carregado resultante pode atacar o grupo fosfato 
pendente na posição 3' da mesma ribose. Essa reação rompe a cadeia de 
RNA, produzindo um 2', 3'-fosfato cíclico e um grupo 5'-hidroxila livre. 
Cada ribose na cadeia de RNA pode sofrer essa reação, clivando completa- 
mente a molécula original em nucleotídeos. (Por que o DNA não é suscetí- 
vel à hidrólise alcalina, do mesmo modo que o RNA?) Muitas ribonucleases 
proteicas também clivam seus substratos de RNA por meio da formação de 
um 2', 3'-fosfato cíclico. No pH celular normal, essas proteínas utilizam um 
fon metálico, ligado ao sítio ativo, para ativar o grupo 2'-hidroxila do RNA. 
A ribozima cabeça-de-martelo também cliva o RNA pela formação de um 
2'-3'-fosfato cíclico. É interessante notar que a estrutura tridimensional (3D) 
revela um íon magnésio próximo ao centro catalítico, mas o mecanismo 
exato da reação de clivagem e o significado do íon metálico ainda não são 
compreendidos. 

Visto que a reação normal da cabeça-de-martelo é a autoclivagem, ela não 
é propriamente dita um catalisador; cada molécula promove normalmente a 
reação uma única vez, possuindo, portanto, um número de ciclos igual a 1. 
Todavia, a cabeça-de-martelo pode ser modificada para funcionar como uma 
verdadeira ribozima pela divisão da molécula em duas porções — uma, a ribo- 
zima, que contém o sítio catalítico, e a outra, o substrato, que contém o sítio 
de clivagem. O substrato liga-se na ribozima nas hastes I e III. Após a cliva- 
gem, o substrato é liberado e substituído por um novo substrato não clivado, 
possibilitando, assim, repetidos ciclos de clivagem. 
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FIGURA 5-13 Estrutura da ribozi- 
ma cabeça-de-martelo. (Parte superior 
à esquerda) Desenho da estrutura secun- 
dária da cabeça-de-martelo com suas 
três hastes realçadas em cores. (Linhas 
pontilhadas) Interações de pares de bases 
Watson-Crick; (alaranjado com seta) liga- 
cão cindível em C17. (Linhas diagonais) In- 
terações extra-helicoidais. (Adaptada, com 
permissão, de McKay D.B. e Wedekind J.E. 
1999. The RNA world, 2nd ed. [ed. Ges- 
teland RF et al.], p. 267, Fig. 1A. O Cold 
Spring Harbor Laboratory Press.) (À direi- 
ta) Estrutura da cabeça-de-martelo em 3D 
com um magnésio (vermelho) no centro 
catalítico. Esta visão da estrutura mostra a 
haste | (parte superior à direita), a haste Il 
(parte central à esquerda) e a haste-alça Il 
(parte inferior) com cores correspondentes 
às do desenho. Ainda não se sabe se o ion 
manganês participa na catálise (sítio repre- 
sentado em alaranjado com seta), O sítio 
decivagem é a citosina 17 (€17). (imagem 
gentilmente cedida por V. D'Souza utili- 
zando PYMOL, a partir de coordenadas do 
Protein Data Base [PDB: 20EU), com base 
na descrição de Martick M. et al. 2008. 
Chem Biol. 15; 332-342.) 
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Uma ribozima no coração do ribossomo 
atua como um centro de carbono 


Todos os exemplos considerados até o momento são de ribozimas que atuam 
com centros de fósforo. Mas conforme será visto no Capítulo 15, um dos 
componentes de RNA do ribossomo, que se pensava ter apenas um papel es- 
trutural, é hoje reconhecido como sendo a enzima peptidil transferase, 
responsável pela formação da ligação peptídica durante a síntese proteica. 
Nesse caso, a ribozima atua em um centro de carbono em vez de em um cen- 
tro de fósforo na catalisação da reação. Além disso, e como será visto no Ca- 
pítulo 17, a descoberta de que uma das reações enzimáticas mais importantes 
das células vivas é catalisada por uma molécula de RNA foi considerada como 
uma corroboração para a hipótese de que a vida contemporânea com base em 


proteínas surgiu a partir de um mundo inicial baseado em RNA. 


RESUMO 


O RNA difere do DNA das seguintes formas: seu esqueleto con- 
tém ribose em vez de 2-desoxirribose; ele possui a pirimidina 
uracila no lugar da timina; e ele existe geralmente como uma 
cadeia polinucleotídica simples, sem uma cadeia complemen- 
tar. Como consequência de ser uma fita simples, o RNA pode 
dobrar sobre si para formar pequenas regiões de dupla-hélice 
entre regiões complementares. O RNA possibilita uma varieda- 
de maior de pareamentos de bases do que o DNA. Assim, além 
dos pareamentos A:U e C:G, observa-se pares de bases não 
convencionais, como o pareamento de U com G. Essa capa- 
cidade para formar pares de bases não convencionais se soma 
à tendência do RNA em formar segmentos helicoidais duplos. 
Livre das limitações inerentes à formação de longas hélices 
regulares, o RNA pode formar estruturas terciárias complexas 
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Para respostas de questões de número par, ver Apêndice 2: Respostas. 


Questão 1. 

A. Desenhe a estrutura da desoxiguanosina. Circule e indi- 
que os doadores (D) ou aceptores (A) de ligações de hidro- 
gênio adequados que participam da formação de ligações 
hidrogênio quando um par de bases com desoxicitidina se 
forma no DNA. 


B. Desenhe a estrutura da guanosina. Circule e indique os 
doadores (D) ou aceptores (A) de ligações de hidrogênio 
adequados que participam da formação de ligações de hi- 
drogênio quando um par de bases com a uridina se forma 
no RNA. 


Questão 2. Pesquisadores descobriram um novo vírus e ca- 
racterizaram seu genoma pela determinação da composição de 
bases e da porcentagem de cada base. Você quer categorizar o 


vírus por seu material genético. Lembre-se de que os vírus po- 
dem conter DNA ou RNA de fita simples ou DNA ou RNA de 
dupla-fita como material genético. Dada apenas a informação 
da sequência, proponha uma forma de distinguir se o material é 
RNA ou DNA. Proponha uma maneira para distinguir se a infor- 
mação genética é de fita simples ou dupla. 


Questão 3. Explique por que a estrutura helicoidal do DNA 
difere da estrutura helicoidal do RNA dupla-fita e como esta 
diferença em estrutura afeta a habilidade das proteínas em in- 
teragir com o RNA helicoidal. 


Questão 4. Justifique a razão biológica para a presença da 
uracila no RNA, mas não no DNA, 


Questão 5. A partir da sequência de RNA fornecida, propo- 
nha a potencial estrutura de grampo para este RNA. Indique o 
pareamento de bases com uma linha pontilhada. 


5!-AGGACCCUUCGGGGUUCU-3" 


Questão 6. O tRNA da alanina de levedura é apresentado a 
seguir (adaptado do Cap. 2, Fig. 2-14). Identifique o(s) tipo(s) 
de estrutura secundária presente(s) neste tRNA. Identifique 
quaisquer pares de bases não convencionais. 


Questão 7. Pesquisadores querem encontrar uma maneira 
para conferir resistência a antibiótico para selecionar células 
bacterianas. Para fazê-lo, eles decidem identificar por SELEX 
uma sequência de RNA (aptâmero) que se liga especificamente 
ao antiblótico de interesse e expressar este aptâmero de RNA 
nas células selecionadas para conferir resistência ao antibiótico. 
A. Considerando o que você sabe sobre RNA, formule uma 
hipótese indicando quais propriedades gerais do aptâme- 
ro de RNA permitem a ligação específica ao antibiótico. 
B. Em vez de usar o SELEX, os pesquisadores poderiam co- 
megar com um conjunto isolado de RNAs codificados 
pelo genoma da bactéria e selecionar o(s) RNA(s) que se 
liga(m) ao antibiótico para identificar o RNA desejado. Dê 
duas vantagens do SELEX sobre este método. 


Questão 8. Descreva as propriedades compartilhadas entre 
uma enzima e uma ribozima. 
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Questão 9. Alguns RNAs atuam como patógenos ou viroi- 
des. Alguns viroides são capazes de realizar uma reação cata- 
lítica. Você recebe uma sequência de RNA isolada como um 
viroide de uma determinada espécie vegetal. Identifique algu- 
mas características que poderiam indicar que este viroide atua 
como uma cabeça-de-martelo catalítica. 


Questão 10. Cientistas projetam versões modificadas da 
cabeça-de-martelo com autoclivagem como uma potencial te- 
Tapia, Para direcionar a clivagem de outra molécula de RNA, 
descreva como a estrutura projetada da cabeça de martelo é 
modificada. Por que esta alteração torna a cabeça-de-martelo 
uma ribozima verdadeira? 


Questão 11. Algumas ribozimas, como as encontradas no 
vírus da hepatite D e a ribozima/riboswitch encontrada no 
mRNA de glmS, são capazes de enovelar-se em um pseudonó 
duplo aninhado. Discuta as várias vantagens da formação de 
pseudonós nas ribozimas e nos riboswitches. 


Questão 12. A estrutura mostrada a seguir é um análogo de 
nucleosídeo. 


HO 


Cite o nucleosídeo que a estrutura mimetiza, 

Imagine uma fita de RNA contendo este análogo de nu- 
cleosídeo (ligado por ligações fosfodiéster como no RNA 
normal). Em um ambiente com pH alto, a fita de RNA 
estará sujeita à hidrólise onde o análogo de nuclcosídeo 
estiver presente? Explique por que ou por que não. 


ze 


Questão 13. O DNA serve como material genético. Cite três 
papéis celulares do RNA. 


Questão 14. Você encontra um complexo formado por uma 
porção proteica e uma porção RNA que é capaz de clivar um 
substrato de RNA. Você quer saber qual porção é responsável 
pela catálise, Você realiza um ensaio de clivagem in vitro no 
tampão adequado contendo uma baixa concentração de Mg”. 
A tabela a seguir resume os resultados de sete reações indepen- 
dentes, O símbolo + indica os reagentes incluídos na reação, 
A espermidina é um peptídeo positivamente carregado não es- 
pecífico para esta reação. 


Porção proteica RE: 
Porção RNA - t+- + + 
Espermidina =- = =- =- + +4 
Porcentagem de cdivagem O 0 0 90 O 50 90 
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A. Quem atua como catalisador nesta reação, a porção pro- 
teica ou o RNA? Explique quais reações o ajudaram a che- 
gar a esta conclusão. 

B. Proponha a função da espermidina nas duas últimas 
reações. 


Questão 15. O genoma do bacteriófago Qß consiste em 
cerca de 4.000 nucleotídeos de RNA fita simples. Dentro de 
seu hospederiro E. coli, a replicação deste genoma necessita de 
uma RNA-polimerase dependente de RNA formada por pro- 
teínas do fago e da bactéria. Embora a replicase se ligue a uma 
região no centro do genoma de RNA, ela precisa começar a 
copiar a extremidade 3' do molde de RNA para produzir uma 
nova fita de RNA na direção 5'-3'. Pesquisadores levantaram a 
hipótese de que a presença de um suposto pseudonó no geno- 
ma de QB permitia que a replicase tivesse acesso à extremidade 
3º do RNA, Para testar esta hipótese, eles mediram a eficiência 
de replicação in vitro usando replicase tipo selvagem e diferen- 
tes versões do RNA de QB contendo mutações em uma região 
essencial para a formação do suposto pseudonó. Eles focaram 
especificamente em uma região de 8 nucleotídeos do centro 
do RNA que era complementar ao grampo terminal 3º. As se- 
quências mutante e selvagem, bem como os dados de replica- 
ção, são fornecidos a seguir, 


Selvagem S'-UAAAGCAG-3" 
GUUUCGUC 

Mutante A S-UAAACGAG-3" 
GUUUCGUC 

Mutante B 5'-UAAAGCAG-3' 
GUUUGCUC 

Mutante C S-UAAACGAG-3' 
GUUUGCUC 

Eficiência de replicação in vitro (em relação ao selvagem) 

Selvagem: 100% 

Mutante A: 1,6% 

Mutante B: 0,6% 

Mutante C: 42% 

A. Proponha por que a eficiência de replicação é tão baixa no 
mutante A. 

B. Proponha por que a eficiência de replicação é restaurada 
praticamente à metade dos níveis do tipo selvagem no 
mutante C. 

C. Você acha que os resultados corroboram ou refutam a hipó- 
tese de que a presença de um pscudonó afeta a replicação? 


Dados adaptados de Klovins e van Duin. 1999. J. Mol, Biol. 
294: 875-884. 


CAPÍTULO 6 


A Estrutura das 
Proteínas 


lentemente ligadas, de um componente menor. Estes componentes são 

os a-aminoácidos, dos quais 20 ocorrem de maneira regular nas proteí- 
nas dos organismos vivos e são especificados pelo código genético. Alguns 
desses aminoácidos podem sofrer modificações quando já são parte de uma 
proteína, portanto, à variedade real em proteínas isoladas de células ou de 
tecidos é um pouco maior. 


ps: INAS SÃO poLÍMEROS, Isto é, moléculas que contêm várias cópias, cova- 


NOÇÕES BÁSICAS 


Aminoácidos 


O carbono a (C,) de um aminoácido possui quatro substituintes (Fig. 6-1), dis- 
tintos uns dos outros exceto no caso do aminoácido mais simples, a glicina. 
Um grupo amino, um grupo carboxila e um próton são três desses substituin- 
tes em todos os aminoácidos que ocorrem naturalmente. O quarto, geralmen- 
te simbolizado por R e às vezes chamado de "grupo R”, é a única característica 
distinta. O grupo R também é chamado de “cadeia lateral”, por motivos que 
ficarão claros na próxima seção. Como seus quatro substituintes são distintos 
(exceto para a glicina), o C, é um centro quiral. Todos os aminoácidos que 
ocorrem em proteínas comuns possuem a configuração em 1 neste centro; 
D-aminoácidos estão presentes em outros tipos de moléculas (incluindo poli- 
peptídeos semelhantes a proteínas em microrganismos). 

As propriedades de seu grupo R determinam as características específicas 
de um aminoácido. A polaridade do grupo, que está correlacionada com sua 
solubilidade em água, é uma propriedade essencial; o tamanho é outra. É útil 
agrupar os grupos R dos 20 aminoácidos geneticamente codificados nas se- 
guintes categorias: (1) neutro (i.e., sem carga) e apolar; (2) neutro e polar; e 
(3) carregado (Fig. 6-2). O tamanho (volume) da cadeia lateral interfere parti- 
cularmente com aminoácidos apolares porque, como será visto mais adiante, 
estas cadeias laterais são embaladas no interior compacto de uma proteina e, 
portanto, os papéis funcionais da glicina e da alanina nas proteínas são bas- 
tante diferentes dos da fenilalanina e do triptofano. Observa-se também que 
o triptofano, embora amplamente apolar, possui um grupo ligado por ligação 
de hidrogênio que lhe confere um grau de característica polar, e que a tirosi- 
na, embora classificada como polar na Figura 6-2 devido a seu grupo OH, é 
muito menos polar do que a serina. Em resumo, as fronteiras entre os grupos 
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HH são menos exatas do que a nomenclatura sugere. Os grupos R podem ser ne- 

Ei T. Bativamente carregados em pH neutro (ácido aspártico e ácido glutâmico) ou 

T m positivamente carregados em pH neutro (lisina, arginina e histidina). O pK, 

H R da histidina é cerca de 6,5, então, até mesmo em pH neutro, a histidina perde 

a) + a maior parte de sua carga. Essa propriedade é particularmente importante 
e an para seu papel no sítio catalítico de várias enzimas. 


FIGURA 6-1 Características estru- A ligação peptídica 


turais de um aminoácido. 

Ligações peptídicas são as ligações covalentes entre os aminoácidos de 
uma proteína. Uma ligação peptídica forma-se por uma reação de conden- 
sação, com a eliminação de uma molécula de água (Fig. 6-3). Trata-se de um 
caso especial de ligação amida. Cada aminoácido pode formar duas ligações 
desse tipo, de modo que ligações sucessivas do mesmo tipo podem criar uma 
cadeia polipeptídica linear (1.e., não ramificada). Como a formação de 
cada ligação peptídica inclui a eliminação de uma molécula de água, os com- 
ponentes da cadeia são conhecidos como resíduos de aminoácidos ou, às 
vezes, apenas “resíduos” quando “aminoácido” estiver evidente pelo contex- 
to. A ligação peptídica possui um caráter de ligação dupla parcial; os compo- 
nentes carbonila e amida são praticamente coplanares e quase sempre estão 
em configuração trans (Fig. 6-4). 
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FIGURA 6-2 Os 20 diferentes aminoácidos encontrados nas proteínas. As abre- 
viaturas comumente utilizadas para os aminoácidos, incluindo o código de uma letra, estão 
mostradas entre parênteses. 
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FIGURA 6-3 Formação da ligação peptídica. 


Cadeias polipeptídicas 


A palavra conformação descreve um arranjo de átomos quimicamente li- 
gados em três dimensões e, portanto, fala-se da conformação de uma ca- 
deia polipeptídica, ou, simplesmente, de sua “estrutura enovelada” ou eno- 
velamento. Se for seguida a sequência das ligações covalentes ao longo de 
uma cadeia polipeptídica, haverá três ligações por resíduo de aminoácido 
- uma que une o grupo NH ao C,, outra que une o C, à carbonila e, por 
fim, a ligação peptídica com o próximo resíduo da cadeia. As duas primei- 
ras são ligações simples com rotação torsional relativamente livre em torno 
de si (Fig. 6-4). Mas a ligação peptídica possui liberdade rotacional muito 
pequena, devido a seu caráter de ligação dupla parcial. A conformação da 


FIGURA 6-4 Os ângulos de torsão 
do esqueleto 4 e w. (a) Este diagrama 
mostra os pontos de giro do esquele- 
to peptídico. (b) O ângulo de torsão & 
corresponde à rotação sobre a ligação 
N-C,; aqui a conformação corresponde 
a um valor de é = 180º, (c) O ângulo de 
torsão y corresponde à rotação sobre a 
ligação €,—C; a conformação mostrada 
aqui representa y = 0º, (Adaptada, com 
permissão, de Kuriyan ). et al. 2012. The 
molecules of life. © Garland SciencefTaylor 
& Francis LLC; Branden C.e Tooze J. 1999. 
An introduction to protein structure, 
p. 8, Fig, 1.6.€ Gariand Science/Taylor & 
Francis LLC) 
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cadeia polipeptídica, portanto, é especificada pelos valores dos ângulos de 
torsão das duas ligações do esqueleto de cada resíduo, mais os ângulos de 
torsão para cada ligação simples em cada lado da cadeia. Convencionou-se 
representar os dois ângulos do esqueleto como ġ e . Várias combinações 
desses dois ângulos levam a colisões atômicas, restringindo a liberdade con- 
formacional de uma cadeia polipeptídica a certas faixas de cada ângulo (ver 
Quadro 6-1, Gráfico de Ramachandran). 


Três aminoácidos com propriedades 
conformacionais especiais 


Glicina, prolina e cisteína possuem propriedades especiais. Como seu grupo 
Ré apenas um próton, a glicina não é quiral e possui muito mais liberdade 
conformacional do que qualquer outro aminoácido. Ao contrário, a prolina, 
na qual a cadeia lateral possui uma ligação covalente tanto com N quanto 
com C, (tornando-a um iminoácido, estritamente falando), possui menos li- 
berdade conformacional do que muitos outros aminoácidos. Além disso, a 
ausência do potencial de ligação de hidrogênio de um grupo NH restringe sua 
participação em estruturas secundárias (ver seção A estrutura proteica pode 
ser descrita em quatro níveis). 

A cisteína, com um grupo sulfidrila (—SH) em sua cadeia lateral, é o único 
aminoácido sensível à oxidação — redução sob condições mais ou menos fisio- 
lógicas. Duas cisteínas, corretamente posicionadas uma em frente à outra em 
uma proteina enovelada, podem formar uma ponte dissulfeto pela oxida- 
ção dos dois grupos —SH a S—S (Fig. 6-5). (O par de aminoácidos resultante, 
ligado pela ponte covalente S—S, é às vezes chamado de cistina.) Proteínas da 
superfície celular e proteínas secretadas no espaço extracelular estão expostas 
a um ambiente com potencial redox que favorece a formação de dissulfeto; 
a maioria dessas proteínas possui pontes dissulfeto e nenhuma cisteína não 
oxidada. Células vivas mantêm um ambiente interno mais redutor, e as pro- 
teínas intracelulares raramente possuem pontes dissulfeto. 


AVANÇADOS 


G.N. Ramachandran e colaboradores (1963) estudaram todas 
as combinações possíveis dos ângulos de torsão & e  (mostra- 
dos na Fig. 6-4) e determinaram quais combinações evitavam 
colisões atômicas (“permitidas”) e quais combinações levavam 
a choques (“proibidas”). O gráfico bidimensional que mos- 
tra as combinações permitidas e proibidas é agora conheci- 
do como "gráfico de Ramachandran” (Quadro 6-1, Fig. 1). As 
conformações do esqueleto de estruturas secundárias regula- 
res possuem valores de & e w indicados: a-hélice voltada para 
direita; folhas-; hélice de poliprolina (estrutura em parafuso 
com três dobras adotada preferencialmente por trechos con- 
tínuos de prolina); hélice 3, (uma hélice com 3,3 resíduos por 
volta, muito semelhante à a-hélice, que possui 3,6 residuos 
por volta); e a-hélice voltada para a esquerda, La (permitida 
apenas para glicina, porque ela não possui cadeia lateral). 


QUADRO 6-1 FIGURA 1 Gráfico de Ramachandran. As áreas 
“permitidas” estão sombreadas em azul. (Modificada, com per- 
missão, de Ramachandran G.N., et al. 1963. Stereochemistry of 
polypeptide chain configurations. J. Mol. Biol. 7: 95-99.) 


Gráfico de Ramachandran: combinações permitidas de ângulos de torsão è e y da cadeia principal 
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cisteina (inserida em cisteina (na cadeia 
uma cadeia polipeptidica) ““polipeptídca) O 


FIGURA 6-5 Formação da ponte dissulfeto. (Adaptada, com permissão, de Kuriyan J. 
et al. 2012. The molecules of life. © Garland Science/Taylor & Francis LLC) 


Pontes dissulfeto aumentam a estabilidade de uma proteina enovelada 
pela adição de ligações covalentes transversais. Elas são particularmente es- 
senciais para a estabilização de proteínas pequenas secretadas, como hormô- 
nios, e para reforçar os domínios extracelulares de proteínas de membrana, 
que encaram um ambiente muito menos controlado do que as proteínas que 
permanecem no interior celular. 


A IMPORTÂNCIA DA ÁGUA 


Todos os fenômenos moleculares nos sistemas vivos dependem de seu am- 
biente aquoso. A importância da distinção entre as cadeias laterais de ami- 
noácidos polares e apolares vem de sua propriedade em relação à água como 
solvente, Compare as cadeias laterais do ácido aspártico e da fenilalanina, 
que lembram o ácido acético e o tolueno, respectivamente, ligadas à cadeia 
peptídica principal. O ácido acético é bastante solúvel em água; o tolueno é 
muito insolúvel. Uma cadeia lateral de ácido aspártico, portanto, é chamada 
de hidrofílica, e uma cadeia lateral de fenilalanina, de hidrofóbica. Mes- 
mo cadelas laterais hidrofílicas podem ter partes hidrofóbicas (p. ex., os três 
grupos metileno de uma cadeia lateral Lisil). 

A água é um líquido extensamente unido por ligações de hidrogênio 
(Fig. 6-6). Cada molécula de água pode doar duas ligações de hidrogênio e 
receber duas ligações de hidrogênio. A maneira pela qual um soluto afeta as 
ligações de hidrogênio da água à sua volta determina seu caráter hidrofílico 
ou hidrofóbico. Moléculas hidrofóbicas perturbam a rede de ligações de hi- 
drogênio; moléculas hidrofílicas participam dela. Assim, é mais favorável para 
as moléculas hidrofóbicas permanecerem adjacentes umas às outras (insolu- 
bilidade) do que dispersar-se em um meio aquoso (solubilidade). O caráter 
hidrofóbico de várias cadeias laterais de aminoácidos faz elas se agruparem 
longe da água, e o caráter hidrofílico de outras permite que elas se proje- 
tem para dentro da água. A sequência de aminoácidos em uma proteína real 
evoluiu de tal maneira que essas tendências fazem a cadeia polipeptídica se 
enovelar, sequestrando resíduos hidrofóbicos e expondo resíduos hidrofílicos. 
Muitas das inúmeras sequências possíveis para uma cadeia polipeptídica de 
tamanho médio não conseguem se enovelar dessa maneira — se produzidas, 
elas mantêm-se flutuando aleatoriamente, como cadeias estendidas em so- 
lução (às vezes chamadas de espirais aleatórias) ou então elas se agregam 
porque os grupos hidrofóbicos de uma cadeia polipeptídica se agrupam a gru- 
pos hidrofóbicos de outras cadeias. 
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FIGURA 6-6 Água: a estrutura do 
gelo em ligações de hidrogênio. No 
gelo, cada molécula de água doa duas 
ligações de hidrogênio (a partir de seus 
dois prótons [lilás)) para elétrons não pa- 
reados em um oxigênio da molécula vizi- 
nha (vermelho) e recebe duas ligações de 
hidrogênio em elétrons não pareados de 
seu próprio oxigênio. As ligações de hi- 
drogénio estão representadas como linhas 
pontilhadas vermelhas. Quando o gelo 
derrete, a rede de ligações de hidrogênio 
flutua e quebra-se de maneira transiente, 
mas as moléculas de água individuais re- 
têm (em média) a maioria das quatro li- 
gações de hidrogênio com suas vizinhas. 
Portanto, a estrutura da água líquida lem- 
bra uma versão flutuante e distorcida da 
rede de gelo aqui representada 
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A ESTRUTURA PROTEICA PODE SER 
DESCRITA EM QUATRO NÍVEIS 


Ao analisar e descrever a estrutura das proteínas, é útil distinguir quatro ní- 
veis de organização (Fig. 6-7). O primeiro nível, a estrutura primária de 
uma proteína, é simplesmente a sequência de resíduos de aminoácidos da ca- 
deia polipeptídica. Como foi visto, o código genético especifica diretamente a 
estrutura primária de uma proteína. A estrutura primária é, portanto, apenas 
uma fita unidimensional (1D), especificando um padrão de ligações quími- 
cas; os três níveis restantes dependem das características tridimensionais (3D) 
de uma proteína. 

A estrutura secundária de uma proteína refere-se à conformação lo- 
cal de sua cadeia polipeptídica — o arranjo em 3D de um trecho curto de 
resíduos de aminoácidos. Existem duas estruturas secundárias bastante regu- 
lares frequentemente encontradas em proteínas de ocorrência natural, por- 
que estas duas conformações locais são particularmente estáveis para uma 
cadeia de 1-aminoácidos (Quadro 6-1). Uma delas é chamada de a-hélice 
(Fig. 6-8). O esqueleto polipeptídico espiraliza-se voltado para a direita em 
torno de um eixo helicoidal, de maneira que ligações de hidrogênio se for- 
mam entre o grupo carbonila de um resíduo da cadeia principal e o grupo 
amida de um resíduo quatro posições à frente na cadeia. A outra conforma- 
ção regular é chamada de folha B (Fig. 6-8b). Ela é uma conformação es- 
tendida, na qual as cadeias laterais se projetam alternadamente para um dos 
lados do esqueleto, e os grupos amida e carbonila projetam-se lateralmente, 
também de maneira alternada. O esqueleto não é totalmente espichado, 
de forma que a folha apresenta um leve caráter de zigue-zague ou pregas. 
Em proteínas enoveladas, as folhas formam folhas maiores unidas pelas 
ligações de hidrogênio da cadeia principal. Padrões de ligações de hidrogê- 
nio paralelos ou antiparalelos são possíveis, às vezes chamados de folhas B 
pregucadas paralelas ou antiparalelas, respectivamente. Em proteinas reais, 
são encontradas várias folhas misturadas — em vez de fitas estritamente al- 
ternando direções ou estritamente unidirecionais. 
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primária secundária terciária 


FIGURA 6-7 Niveis de estrutura proteica, ilustrados pela hemoglobina. A “estrutu- 
ra primária! refere-se à sequência de aminoácidos da cadeia polipeptídica. À estrutura primária 
de um segmento de uma subunidade da hemoglobina é representada em código de uma única 
letra, A "estrutura secundária“ refere-se às estruturas regulares locais, com repetidas ligações 
de hidrogênio do esqueleto. Aqui está representada uma parte de uma das longas a-hélices 
da subunidade da hemoglobina. A “estrutura terciária” refere-se à estrutura enovelada de uma 
cadeia polipeptídica inteira (ou de um domínio de uma proteina com múltiplos domínios). 
O desenho mostra uma das quatro subunidades proteicas da hemoglobina. As linhas pontilha- 
das demarcam o segmento de uma a-hélice correspondente às estruturas primária e secundária 
mostradas à esquerda, A "estrutura quaternária” refere-se ao arranjo de múltiplas subunidades 
proteicas em um complexo maior. A hemoglobina é um tetrâmero de duas "cadeias a” e duas 
"cadeias B", mas os dois tipos de cadeias possuem estruturas terciárias muito semelhantes, 
como se pode ver no desenho. (Modificada a partir de uma ilustração de Irving Geis. Direitos 
autorais de propriedade de Howard Hughes Medica! Institute.) 


A estrutura terciária de uma proteína refere-se ao arranjo enovelado 
tridimensional, geralmente compacto, que a cadeia polipeptídica adota sob 
condições fisiológicas. Segmentos da cadeia podem ser a-hélices ou folhas B; 
O resto possui conformações menos regulares (p. ex., voltas ou alças entre os 
elementos da estrutura secundária que lhes permitem empacotarem-se firme- 
mente uns contra os outros). Em uma seção subsequente, serão listadas ma- 
neiras para descrever e classificar estruturas terciárias possíveis. Em geral, as 
estabilidades das estruturas secundária e terciária de uma cadeia polipeptídica 
dependem uma da outra. 

Muitas proteínas são compostas por mais de uma cadeia polipeptídica: a es- 
trutura quaternária refere-se à maneira como cadeias enoveladas individuais 
se associam umas às outras. Pode-se distinguir casos nos quais há um número de- 
finido de cópias de um único tipo de cadeia polipeptídica (em geral, chamada de 
"subunidade” neste contexto, ou de “protômero”) e casos nos quais há números 
definidos de cada um dos diferentes tipos de subunidades. Em casos simples, a 
maneira pela qual as subunidades se associam não altera como os polipeptídeos 
individuais se enovelam. No entanto, as estruturas terciárias, ou mesmo secun- 
dárias, dos componentes de um oligômero proteico (ie., uma proteína com- 
posta por um pequeno número de subunidades), geralmente, dependem de sua 
associação umas com as outras. Em outras palavras, as subunidades individuais 
adquirem estrutura secundária ou terciária à medida que adquirem também es- 


quaternária 
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FIGURA 6-8 Estruturas secundárias das proteinas. (a) a-Hélice. As ligações de hidro- 
gênio estão representadas por uma série de linhas vermelhas espaçadas. (b) Folhas B. Ligações 
de hidrogênio estão representadas por uma série de linhas vermelhas espaçadas. Na parte su- 
perior, uma Folha B é ilustrada como vista de cima. Na parte inferior, uma folha f é vista lateral- 
mente. (c) Folha B paralela, mostrando o padrão de ligações de hidrogênio, em que as cadeias 
são orientadas na mesma direção amino para carboxiterminal. (d) Folha B antiparalela, mos- 
trando o padrão de ligações de hidrogênio, no qual as cadeias correm em direções opostas. 
(a) Modificada a partir de ilustração de Ining Geis. b,c, Ilustrações de Irving Geis, Direitos au- 
torais de propriedade de Howard Hughes Medical Institute, Não podem ser reproduzidas sem 
permissão. d, Adaptada, com permissão, de Branden C. e Tooze J. 1999, Introduction to protein 
structure, 2nd ed., p. 19, Fig. 2.6a ep. 18, Fig. 2.5b. © Garland Scence/Taylor & Francis LLC.) 
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trutura quaternária. Um exemplo comum disso é a espiral enrolada a-helicoidal: 
duas (ou às vezes três ou até mesmo quatro) cadeias polipeptídicas, idênticas 
ou diferentes, adotam conformações de a-hélice e enrolam-se sutilmente umas 
nas outras (Fig. 6-9a). As cadeias individuais não são, em geral, estáveis como 
a-hélices quando sozinhas — se a interação oligomérica for perdida, as hélices 
separadas desenrolam-se em cadeias polipeptídicas desordenadas. 


DOMÍNIOS PROTEICOS 


Cadeias polipeptídicas geralmente enovelam- 
-se em um ou mais domínios 


O enovelamento de uma cadeia polipeptídica cria regiões “interna” e “ex- 
terna” e, assim, gera cadeias laterais de aminoácidos escondidas e expos- 
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FIGURA 6-9 Fator de transcrição 
GCN4 de levedura. (a) Três imagens da 
estrutura espiralada de GCN4 são repre- 
sentadas. (À esquerda) Representação 
que mostra as ligações químicas como 
bastões e os átomos como junções, com o 
carbono em cinza, o oxigênio em verme- 
Iho eo nitrogênio em azul. As regiões car- 
boniterminais das duas cadeias polipep- 
tídicas idênticas estão na parte superior 
Observa-se a escada de cadeias laterais 
hidrofóbicas (predominantemente cinza) 
na interface entre as duas hélices. (Cen- 
tro) Representação com o esqueleto po- 
lipeptídico como uma fita idealizada e as 
cadeias laterais como bastões. Observa-se 
que as cadeias se espiralizam muito sutil- 
mente em tomo uma da outra. (À direita) 
A mesma representação do centro, mas 
vista de cima. (b) Estrutura do complexo 
GCN4 com o DNA, ilustrando a transição 
de desordem para ardem da chamada 
“região básica” — o segmento aminoter- 
minal para a espiral enrolada, que, ao se 
ligar, enovela-se em uma a-hélice na fen- 
da maior do DNA. Imagens preparadas 
com PYMOL (Schrödinger, LLC). 
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tas, respectivamente. Se a cadeia polipeptídica for muito curta, não haverá 
conformações que escondam grupos hidrofóbicos o suficiente para estabilizar 
uma estrutura enovelada. Se a cadeia for muito longa, a complexidade do 
processo de enovelamento provavelmente produzirá erros. Como resultado 
dessas restrições, conformações enoveladas de forma mais estável incluem 
entre cerca de 50 e 300 resíduos de aminoácidos. Cadeias polipeptídicas mais 
longas geralmente enovelam-se em módulos distintos conhecidos como do- 
múnios (ver Quadro 6-2, Glossário de termos); cada domínio geralmente está 
na faixa recém-mencionada de 50 a 300 resíduos. As estruturas dos domínios 
individuais de uma proteína são semelhantes às estruturas de proteínas me- 
nores, com um único domínio (Fig. 6-10a). 

Cada um dos dois ou mais domínios de uma cadeia polipeptídica enove- 
lada às vezes contém uma sequência contínua de resíduos de aminoácidos. 
No entanto, com frequência, pelo menos um dos domínios se enovela a par- 
tir de dois (ou mais) segmentos não contíguos, e a região interveniente da 
cadeia forma um domínio diferente (Fig. 6-10b). O domínio interveniente, 


NCEITOS AVANÇADOS 


-2 Glossário de termos 


Estrutura primária: sequência de aminoácidos de uma ca- 
deia polipeptídica, 

Estrutura secundária: elementos da estrutura regular da 
cadeia polipeptídica com as ligações de hidrogênio 
cadeia principal estabelecidas. As estruturas secundárias 
que ocorrem frequentemente nas proteínas são a a-héli- 
ce e as folhas B paralelas e antiparalelas. 

Estrutura terciária: a conformação tridimensional enovelada 
de uma cadeia polipeptídica. 

Estrutura quaternária: organização das múltiplas subunida- 
des de uma proteina oligomérica ou de uma reunião de 
proteinas. 

Domínio: porção de uma cadeia polipeptídica com estrutura 
enovelada cuja estabilidade não depende de nenhuma 
outra porção da proteína, 

Motivo (de sequência): sequência curta de aminoácidos 
com propriedades características, em geral as adequa- 
das para a associação com um tipo específico de domi- 
nio em outra proteína. (Observa-se que o termo "do- 
minio” é às vezes utilizado incorretamente no lugar de 
motivos de sequência.) 

Motivo (estrutural): subestrutura de domínio que ocorre em 
muitas proteínas diferentes, geralmente tendo algumas 
propriedades de sequências de aminoácidos caracterís- 
ticas (p. ex., o motivo de hélice-volta-hélice em vários 
domínios de reconhecimento do DNA). 

Topologia (ou enovelamento): a estrutura da maioria dos 
domínios proteicos pode ser esquematicamente repre- 
sentada pela conectividade em três dimensões de seus 
elementos estruturais secundários constituintes e o em- 
pacotamento desses elementos uns contra os outros. 
Jane Richardson introduziu os “diagramas em fitas”, 
como os vistos em várias figuras deste capítulo, como 
formas convenientes para visualizar o enovelamento de 
um domínio (ver legenda da Fig. 6-10). Nem todos os. 
tipos de enovelamento são encontrados em proteinas 


de ocorrência natural (p. ex., dobras em nós não são 
encontradas), e alguns tipos de enovelamento são mais 
comuns do que outros. 

Domínios homólogos (ou proteinas): domínios (ou protei- 
nas) que derivam a partir de um ancestral comum. Eles 
possuem necessariamente o mesmo tipo de enovelamen- 
to, e em geral (mas nem sempre) apresentam sequências 
de aminoácidos reconhecidamente semelhantes. 

Modelagem por homologia: modelagem da estrutura de 
um domínio com base na de um domínio homólogo. 

Ectodomínio: parte de uma proteina de membrana de pas- 
sagem única, localizada na parte externa da membrana 
celular. 

Glicosilação: adição de uma cadeia, às vezes ramificada, de um 
ou mais açúcares (glicanos) à cadeia lateral de uma pro- 
teina. Os glicanos podem ser ligados a N (unidos à amida 
da cadeia lateral da asparagina) ou ligados a O (unidos à 
hidroxila da cadeia lateral da serina ou da treonina). 

Desnaturação: desenovelamento de uma proteína ou de um 
domínio proteico, por elevação da temperatura ou por 
agentes como ureia, cloridrato de guanidina ou deter- 
gentes fortes ("desnaturantes”). 

Chaperona: proteina que aumenta a probabilidade de eno- 
velamento nativo de outra proteina, geralmente pela 
prevenção de agregação ou pelo desenovelamento de 
uma cadeia polipeptídica mal-enovelada para que ela 
faça uma “nova tentativa” de enovelamento correto. 

Sítio ativo (ou sítio catalítico): o sítio em uma enzima que se 
liga ao(s) substrato(s), geralmente em uma configuração 
que lembra o estado de transição da reação catalisada. 

Regulação alostérica: controle da afinidade ou da taxa de 
uma reação enzimática por um ligante que se liga em um 
sítio distinto do sítio do(s) substrato(s). O mecanismo de 
regulação alostérica geralmente envolve alteração na es- 
trutura quaternária — isto é, uma reorientação ou reposi- 
cionamento das subunidades em relação umas às outras. 
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domínio 2 ta 


então, parece uma inserção no domínio que se enovela a partir dos segmen- 
tos flanqueadores. 


Lições básicas a partir de estudos das estruturas proteicas 


O grande número de estruturas de domínios que foram experimentalmente 
determinadas permite tirar as seguintes conclusões. Primeiro, a maioria das 
cadeias laterais hidrofóbicas é, de fato, escondida, e a maioria das cadeias 
laterais polares é exposta. Segundo, se um grupo funcional que pode doar ou 
receber uma ligação de hidrogênio estiver escondido, ele quase sempre terá 
um parceiro ligado por ligação de hidrogênio. A razão para essa propriedade 
é fácil de entender, quando se tem em mente que se o grupo polar estivesse 
exposto na superfície do domínio, ele faria uma ligação de hidrogênio seme- 
lhante com a água (que pode doar ou receber). Se a ligação de hidrogênio 
estivesse ausente na conformação enovelada, uma contribuição energética 
favorável teria sido perdida quando a água fosse afastada do grupo à medida 
que a cadeia polipeptídica se enovelasse. Até mesmo resíduos de aminoácidos 
hidrofóbicos possuem dois grupos ligados por ligações de hidrogênio, um NH 
e um CO, em seu esqueleto polipeptídico. Estas ligações de hidrogênio são 
também estabelecidas em estruturas enoveladas, em grande parte pela forma- 
ção de estruturas secundárias. As a-hélices e as folhas B completam as ligações 
de hidrogênio da cadeia principal de todos os seus resíduos. 

Satisfazer as ligações de hidrogênio da cadeia principal é provavelmente 
uma razão importante para a prevalência de estruturas secundárias regu- 
lares, mesmo em domínios proteicos compactamente enovelados. Como 
resultado, é útil classificar as estruturas de domínios observadas de acordo 
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FIGURA 6-10 Domínios protei- 
cos. Cadeias polipeptídicas são mos- 
tradas aqui esquematicamente como 
“fitas” — representação introduzida por 
Jane Richardson, que enfatiza o papel 
dos elementos da estrutura secundária na 
conformação enovelada de um domínio: 
a-hélices são fitas espiralizadas; folhas B 
são setas sutilmente curvadas, apontando 
em direção à região carboxiterminal, Alças 
intervenientes entre elementos da estrutu- 
ra secundária são mostrados como “espa- 
guetes”. (a) Dois dos quatro domínios da 
proteina CDA, encontrada na superfície 
de algumas células T e de macrófagos. 
Cada um desses domínios é um sanduí- 
che B com um enovelamento de imuno- 
globulina (ver Quadro 6-3); as folhas B de 
cada domínio são designadas por letras 
na ordem na qual elas ocorrem na ca- 
deia polipeptídica. Cada domínio possu 
uma ponte dissulfeto simples, mostrada 
em representação de bastão com as liga- 
ções aos átomos de enxofre em amarelo. 
(b) Duas enzimas: triose fosfato isomerase 
(TIM; à esquerda) e piruvato quinase (PK; 
à direita). A figura mostra um monôme- 
ro do dimero TIM. A subunidade TIM é o 
protótipo de um domínio chamado “bar- 
ril TIM” — um cilindro curto no qual oito 
fitas que formam o barril interno se alter- 
nam com hélices que cobrem a periferia 
A imagem superior representa uma visão 
superior da molécula, e a imagem inferior, 
Uma visão lateral, As cores vão de azul-es- 
curo na extremidade aminoterminal até 
verde na carboxiterminal, PK enovela-se 
em três dominios. O domínio central é um 
barril TIM (comparar com a visão lateral 
de TIM), O "arco-iris" de cores vai de azul- 
-escuro na extremidade aminoterminal 
até vermelho na carboxiterminal, O domi- 
nio azul-claro na parte superior enovela-se 
a partir de resíduos que seguem a fita 3 
do barril TIM. O domínio vermelho-ala- 
ranjado na parte inferior contém resíduos 
carboxiterminais pertencentes à última 
hélice do barril TIM, A comparação entre 
TIM e PK mostra que um dominio encon- 
trado como uma unidade isolada em uma 
proteina pode se unir a domínios adicio- 
nais em outra proteína, Além disso, um 
ou mais destes dominios adicionais pode 
enovelar-se a partir de uma cadeia poli- 
peptídica “inserida” entre os elementos 
estruturais secundários do domínio prin- 
cipal, Imagens preparadas com PyMOL 
(Schrödinger, LLQ, 
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com os tipos de estruturas secundárias presentes nelas. Observa-se que mes- 
mo uma cadeia polipeptídica relativamente curta poderia, a princípio, ter 
um número muito grande de conformações enoveladas. Apenas um número 
restrito delas aparece no grande catálogo de estruturas proteicas 3D conheci- 
das. Estas não apenas possuem uma proporção substancial de seus resíduos 
de aminoácidos em a-hélices ou folhas B (em vez de alças irregulares, que 
teriam probabilidade muito menor de permitir ligações de hidrogênio na ca- 
deia principal), como também apresentam um padrão de enovelamento 3D 
relativamente simples. Por exemplo, os domínios de Ig da CD4 (Fig. 6-10a) 
são compostos por duas folhas 8 - um sanduíche 8 - com quatro ou cinco 
fitas em uma folha e quatro na outra. Embora pudesse haver muitas formas 
para que a cadeia polipeptídica passasse de uma dessas oito ou nove fitas 
para a próxima, o padrão observado é um no qual a cadeia faz uma volta 
acentuada em uma folha, ligando duas fitas adjacentes, ou passa através da 
parte superior ou inferior do domínio da outra folha. Uma propriedade mui- 
to importante de todas as estruturas de domínio conhecidas é que a cadeia 
não forma um nó - isto é, se você puxasse suas extremidades, tudo se abriria 
em uma linha reta. 


Classes de domínios proteicos 


Classificações de domínios proteicos permitem descrições simples e resumi- 
das. Uma hierarquia de classificação amplamente utilizada, incorporada em 
um banco de dados chamado CATH, começa com a separação das proteí- 
nas em classes de acordo com suas principais estruturas secundárias (maioria 
a-hélice, maioria folha B, uma mistura das duas e uma quarta classe para 
os domínios geralmente pequenos com pouquíssima estrutura secundária). 
Os níveis mais importantes na hierarquia da classificação são enovelamen- 
to (também chamado de topologia) e homologia. A classe de enovela- 
mento leva em consideração não apenas as estruturas secundárias, mas tam- 
bém como a cadeia passa de uma hélice ou fita para outra. Os diagramas da 
Figura 6-11 ilustram esse ponto. As proteínas homólogas são as com similari- 
dades de sequência grandes o bastante para supor que possuem uma origem 
evolutiva comum. Uma questão não respondida diz respeito à probabilidade 
de todos os domínios de uma determinada classe de enovelamento terem 
uma origem comum ~ para domínios muito complexos, uma origem comum 
parece intuitivamente sensata. 


FIGURA 6-11 Exemplos das três principais classes de enovelamento. (À esquerda) 
Uma proteína formada inteiramente por a-héiices (mioglobina). (Centro) Um heterodimero de 
dois domínios inteiramente compostos por folhas 8 (a região variável de uma imunoglobulina 
— ver Quadro 6-3). (À direita) Um domínio misto a e B (a pequena GTPase Ras). As cores em 
cada domínio vão de azul-escuro na extremidade aminoterminal a vermelho na carboxitermi- 
nal, Imagens preparadas com PyMOL (Schrödinger, LLO. 
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Conectores e dobradiças 


As conexões entre dois domínios de uma proteina enovelada podem ser bas- 
tante curtas, criando uma interface justa e rígida entre eles, ou bastante lon- 
gas, permitindo uma considerável flexibilidade. Algumas proteínas possuem 
conectores longos extremamente flexíveis, porque sua função dentro da cé- 
lula requer que os domínios de ambas as extremidades interajam a distân- 
cias longas e variáveis. As sequências de aminoácidos de conectores longos 
geralmente não possuem grandes grupos hidrofóbicos, que sua conformação 
flexível e extensível não consegue sequestrar da água, e possuem outras carac- 
terísticas simplificadas. 

A discussão sobre domínios e os quatro níveis da estrutura proteica é re- 
sumida com a ilustração de uma molécula de anticorpo (imunoglobulina), 
descrita no Quadro 6-3, A molécula de anticorpo como ilustração dos domí- 
nios proteicos. 


Modificações pós-traducionais 


Várias modificações das cadeias laterais de aminoácidos, introduzidas após a 
emergência da cadeia polipeptídica de um ribossomo, podem modular a estru- 
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Quadro 6 
Os anticorpos circulantes são moléculas de imunoglobulina G 
(19G), que contêm duas cadeias pesadas idênticas e duas ca- 
dejas leves idênticas. As cadeias leves possuem um domínio 
variável (V.) e um domínio constante (C.); as cadeias pesadas, 
um domínio variável (V,) e três domínios constantes (C,1, C,2 
e C,3). Portanto, existe um total de 12 domínios independen- 
tes, V, e V, são “variáveis” porque há uma grande biblioteca 
combinatória de genes que os codifica e porque ocorrem mu- 
tações somáticas no gene selecionado durante o curso de uma 
resposta imunológica, Os domínios variáveis determinam a afi- 
nidade específica pelo antigeno. Os domínios C,1 a 3 e G, são 
"constantes" porque um número bem menor desses domínios 
é ligado com um dos muitos domínios variáveis durante o ama- 
durecimento de uma célula produtora de anticorpos e porque 
eles não possuem tendência para mutação somática. Os do- 
minios pareiam no heterotetrâmero montado como mostrado 


A molécula de anticorpo como ilustração dos domínios proteicos 


no Quadro 6-3, Figura 1: V, com V, e €,1 com C, formando 
um fragmento Fab ("antigen-binding”, fragmento de ligação 
ao antígeno); €,2 e C,3 de uma cadeia pesada com C,2 e C,3 
da outra, respectivamente, formando um fragmento Fc. O ata- 
que proteolítico controlado cliva seletivamente a dobradiça, 
permitindo a preparação de ambas porções Fab e Fc. Cada um 
dos domínios possui um “domínio de Ig” semelhante, ilustrado 
também na Figura 6-11 como exemplo de domínio inteiramen- 
te composto por folhas B. O conector curto ("cotovelo") entre 
os domínios variável e constante possui flexibilidade restrita, 
O conector bem mais longo (dobradiça) entre G,2 e C,3 de 
cada uma das cadeias pesadas possui flexibilidade muito maior, 
permitindo que os sítios de ligação ao antígeno (chamados de 
“regiões determinantes de complementaridade") nas extremi- 
dades de cada Fab se orientem e reorientem de acordo com as 
posições relativas de seus sitios cognatos no antígeno. 


QUADRO 6-3 FIGURA 1 Três representações diferen- 
tes da IgG. O painel à esquerda é um diagrama esquemático 
do padrão semelhante a Y resultante da associação entre as 
quatro cadeias da IgG. No centro, um diagrama de “fitas” 
enfatiza a estrutura secundária da IgG. E no painel à direita, 


uma superfície renderizada mostra que as cadeias laterais das 
proteinas enoveladas se empacotam de forma eficiente para 
preencher o interior hidrofóbico da proteina. Imagens prepa- 
radas com PyMOL (Schrödinger, LLC) e UCSF Chimera. 
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tura e a função de uma proteína. Uma das mais importantes é a glicosilação — 
adição de um ou mais açúcares (“glicanos”) à cadeia lateral de uma asparagina, 
serina ou treonina. Essa modificação geralmente ocorre no retículo endoplas- 
mático das células eucarióticas e é, portanto, uma característica praticamente 
universal dos ectodomínios das proteínas de superfície celular e de proteínas 
secretadas. Proteínas contendo glicanos são chamadas de glicoproteinas. Enzi- 
mas que transferem glicanos para cadeias laterais da asparagina reconhecem um 
motivo de sequência curto, Asn-X-Ser/Thr, em que X pode ser qualquer resíduo 
de aminoácido. 

A fosforilação de cadeias laterais da serina, treonina, tirosina ou histidi- 
na é outra modificação amplamente difundida e é essencial para a regulação 
intracelular. A fosforilação dos primeiros três resíduos ocorre comumente em 
células eucarióticas; a fosforilação do último é mais comum em procariotos. 


DA SEQUÊNCIA DE AMINOÁCIDOS À 
ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL 


Enovelamento proteico 


A sequência de aminoácidos de um domínio determina sua estrutura enovela- 
da estável. Essa generalização é uma parte importante do dogma central da bio- 
logia molecular, porque significa que a sequência de nucleotídeos de um gene 
traduzido especifica não apenas a sequência de aminoácidos da proteína que 
codifica, mas também a estrutura 3D e a função da proteína. Um experimento 
clássico sobre o reenovelamento de uma proteína não enovelada em laborató- 
rio estabeleceu esse ponto pela primeira vez (ver Quadro 6-4, A estrutura tridi- 
mensional de uma proteína é especificada por sua sequência de aminoácidos 
[experimento de Anfinsen)). Ele também mostrou que uma cadeia polipeptídi- 
ca pode se enovelar corretamente sem qualquer mecanismo celular adicional. 

O experimento de reenovelamento de Anfinsen se apoia em vários pon- 
tos-chave. Primeiro, uma proteína purificada a partir de células ou tecidos 
pode ser desenovelada em solução, originando uma espiral aleatória. Esse de- 
senovelamento é geralmente chamado de desnaturação e realizado, mui- 
tas vezes, pela exposição da proteina a altas concentrações de certos solutos 
chamados de desnaturantes (p. ex., ureia ou cloridrato de guanidina). Se 
a proteína for uma enzima, ela perderá sua atividade catalítica. Se ela tiver 
alguma propriedade de ligação específica (p. ex., reconhecimento de um sítio 
no DNA), ela perderá essa especificidade. Isto é, quase todas as propriedades 
funcionais das proteínas dependem de suas estruturas enoveladas. No caso da 
proteína que Anfinsen e colaboradores utilizaram nos experimentos descritos 
no Quadro 6-4, o desenovelamento completo também exigiu a redução de 
suas quatro pontes dissulfeto. Segundo, a remoção cuidadosa dos desnaturan- 
tes permite que a proteína se enovele novamente. Esse processo nem sempre 
é muito eficiente no laboratório, por muitas razões. As células possuem enzi- 
mas conhecidas como chaperonas de enovelamento que podem deseno- 
velar uma proteína mal-enovelada e permitir que ela “faça outra tentativa”. 
Algumas dessas chaperonas também sequestram a proteina desenovelada para 
impedir sua agregação com outras proteínas da célula, mas elas não especi- 
ficam de maneira alguma a estrutura final correta de seu substrato proteico. 
Terceiro, a medida da atividade enzimática é um bom monitoramento do re- 
enovelamento correto da ribonuclease, a proteína utilizada nos experimentos 
de Anfinsen. Ou seja, a recuperação da atividade é uma boa forma de seguir o 
acúmulo da enzima reenovelada em sua conformação nativa (.e., funcional). 

Outra conclusão de experimentos como os de Anfinsen é que a estrutura 
nativa de uma proteína é a conformação mais estável que sua cadeia polipep- 
tídica pode adotar, considerando a sequência de aminoácidos específica da 
cadeia. Em físico-química, seria possível dizer que a estrutura nativa possui a 
menor energia livre de qualquer conformação possível. 
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EXPERIMENTOS-CHAVE 


Quadro 6-4 A estrutura tridimensional de uma proteina é especificada por sua sequência de aminoácidos 


(experimento de Anfinsen) 


No início da década de 1960, Christian Anfinsen e colaborado- 
res realizaram uma clássica série de experimentos, mostrando 
que a sequência de aminoácidos de uma proteina é suficiente 
para determinar sua estrutura enovelada correta e que ne- 
nhum “mecanismo” externo de enovelamento é necessário. 
Essa conclusão é fundamental para o entendimento de como 
a sequência nucleotídica de um gene codifica em última ar 
se a informação necessária para especificar a função proteica. 

A ribonuclease A é uma enzima que cliva o esqueleto 
fosfodiéster do RNA. A enzima está ativa quando enovelada 
em sua conformação nativa mas é inativa quando desenove- 
lada por um desnaturante, como a ureia ou o cloridrato de 
guanidina em concentrações de 2 a 5 m. A proteina de 124 
resíduos possui oito cisteinas, que formam quatro pontes 
dissulfeto (ver Quadro 6-4, Fig. 1). Esses dissulfetos podem 
ser reduzidos a sulfidrilas pela adição de um agente redutor, 
como o f-mercaptoetanol. Anfinsen e colaboradores desco- 
briram que se eles desenovelassem a ribonuclease A na pre- 
sença de B-mercaptoetanol e, então, removessem ambos os 
agentes desnaturante e redutor por diálise, poderiam recupe- 


fesnaturado, reduzida 


nativa 


hr 


rar um alto nível de atividade enzimática. Supondo que ape- 
nas uma enzima apropriadamente enovelada pode catalisar a 
hidrólise das ligações fosfodiéster, a recuperação da ativida- 
de mostrou que a cadeia polipeptídica per se contém todas 
as informações necessárias para ditar a estrutura enovelada. 
Quando Anfinsen e colaboradores removeram primeiramente 
o B-mercaptoetanol, permitindo que as pontes dissulfeto se 
formassem novamente e depois removeram o desnaturante 
por diálise, eles não conseguiram detectar atividade, Oito cis- 
teinas podem parear de 105 formas distintas. A formação das 
pontes dissulfeto na presença de desnaturante pode permitir 
que as cisteínas pareiem aleatoriamente, levando sobretudo 
a formas com pontes dissulfeto embaralhadas em vez dos 
pareamentos característicos encontrados na proteina nativa. 
Portanto, a oxidação da ribonuclease A desenovelada gerava 
menos de 1% da atividade recuperada pela oxidação e reeno- 
velamento ao mesmo tempo. Essa expectativa vai ao encon- 
tro das observações, fortalecendo a conclusão fundamental 
de que cada cisteina encontrará seu par apropriado apenas 
quando contatos nativos não covalentes puderem se formar. 
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QUADRO 6-4 FIGURA 1 Experimento de Anfinsen. 
A ribonuclease A está representada na parte superior esquer- 
da como um diagrama de fita mostrando a estrutura terciá- 
ria da enzima (aqui as pontes dissulfeto são mostradas em 
amarelo). O esquema correspondente a seguir representa os 
vários elementos da estrutura secundária e as localizações 
das quatro pontes dissulfeto. A redução dos dissulfetos na 


Predição da estrutura proteica a partir 
da sequência de aminoácidos 


presença de um desnaturante desenovela a cadeia polipepti- 
dica. A remoção do agente redutor na presença e na ausência 
de desnaturante leva a dois resultados bastante diferentes, 
conforme descrito no texto. Na representação esquemática, 
as pontes dissulfeto estão mostradas como linhas verdes, e as 
cisteinas, como círculos verdes. 


A princípio, se a sequência de aminoácidos determina a estrutura enovelada 
de uma proteina, deveria ser possível desenvolver um método computacional 
para fazer o mesmo. Mas na prática, a tarefa computacional é desencorajadora. 
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Os comentários a seguir ilustram o porquê. Primeiro, deve-se imaginar que um 
computador poderia calcular a estabilidade (energia livre) de cada conforma- 
ção possível da cadeia polipeptídica e então escolher a que corresponde a um 
mínimo. De fato, é possível computar as várias forças entre os átomos em uma 
proteína que determinam sua estabilidade — ligações de hidrogênio, contatos 
hidrofóbicos, e assim por diante. Mas considere uma proteína pequena com 
100 resíduos de aminoácidos e imagine que cada resíduo pode ter apenas três 
configurações (p. ex., hélice, fita e outra). Então, o número de conformações 
possíveis é aproximadamente 3'” ou 10”, um número astronômico, o que di- 
ficulta o uso dessa estratégia. Segundo, pode-se tentar simular o processo de 
enovelamento proteico com algum tipo de recurso dinâmico. Esta estratégia 
está dando bons resultados para pequenas proteínas e com o uso de recursos 
computacionais avançados; as respostas são boas aproximações para alguns 
propósitos, mas ainda não adequadas para entender todos os aspectos da fun- 
ção. Uma abordagem assim provavelmente não será uma maneira prática em 
um futuro próximo para predizer estruturas de proteínas complexas somente a 
partir de suas sequências de aminoácidos. Terceiro, se já se conhece a estrutura 
de uma proteína homóloga semelhante, pode-se considerar começar com ela 
como uma primeira aproximação e alterar computacionalmente os resíduos de 
aminoácidos para corresponder à nova proteina que se quer entender. Compu- 
tações desse tipo, chamadas de modelamento por homologia, tornaram-se 
relativamente práticas. Sua credibilidade depende, obviamente, da semelhança 
entre as duas proteínas em questão e da precisão desejada da predição. 


ALTERAÇÕES CONFORMACIONAIS NAS PROTEÍNAS 


A conformação enovelada (ou desenovelada) de uma proteína sob determina- 
das condições é aquela com a menor energia livre. Se o ambiente da proteina 
mudar, entretanto, a conformação mais estável poderá mudar também. Viu- 
-se um exemplo disso — o desenovelamento e reenovelamento da ribonucle- 
ase em resposta à adição e à remoção de uma grande concentração de urela. 
Alterações muito menos drásticas no ambiente de uma proteína podem tam- 
bém induzir alterações conformacionais funcionalmente importantes. Por 
exemplo, quando apresentada a seu substrato, a glicose, a enzima de domínio 
único hexoquinase fecha-se em torno dele (Fig. 6-12). A formação de contatos 
energeticamente favoráveis com o substrato torna a estrutura fechada mais 


FIGURA 6-12 Fechamento de domínio na enzima hexoquinase. Os dois lóbulos da 
hexoquinase, enzima que transfere um fosfato para a glicose, fecham-se um sabre o outro 
(setas vermelhas) quando o substrato (glicose) se liga. (À esquerda) Enzima antes da ligação 
à glicose. (À direita) Após a ligação à glicose (mostrada em representação de superficie, em 
vermelho, na fenda catalítica da enzima). A cadeia polipeptídica está em cores do arco-iris que 
vão de azul (aminoterminal) a vermelho (carboxiterminal), Observa-se que a cadeia enovelada 
interliga duas vezes os dois lóbulos. Imagens preparadas com PyMOL (Schrödinger, LLC). 
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estável do que a aberta, alterando a posição de um equilíbrio dinâmico de 
principalmente aberto para principalmente fechado. 

A interação entre duas proteínas pode causar uma alteração conformacio- 
nal em uma ou ambas as parceiras. Às vezes, a porção interativa de uma das 
parceiras é desestruturada (desordenada e flexível) até que se associe com a 
outra parceira. Em outras palavras, a conformação apropriadamente enove- 
lada é estável apenas na presença de seu alvo, que pode ser DNA ou RNA, ou 
mesmo outra proteína. As a-hélices na espiral enrolada dimérica do fator de 
transcrição GCN4 de levedura são estáveis apenas quando associadas umas 
com as outras. Quando ligadas ao DNA, um segmento adicional da proteína 
forma uma a-hélice na fenda maior do DNA, mas a mesma parte da proteina 
é desestruturada quando o GCN4 não está associado a seu sítio de ligação ao 
DNA (Fig. 6-9b). 


PROTEÍNAS COMO AGENTES DE 
RECONHECIMENTO MOLECULAR ESPECÍFICO 


Proteínas que reconhecem sequências de DNA 


A regulação da expressão gênica depende de proteínas que se ligam a curtos 
segmentos de DNA com uma sequência nucleotídica específica. São conside- 
rados aqui vários exemplos que ilustram alguns dos princípios da estrutura e 
interação proteicas descritas anteriormente. 


i. GCN4 Já foi descrito o GCN4 para ilustrar como o enovelamento de uma 
proteína depende às vezes de suas interações com outras proteínas (a outra 
cadeia do dimero, no caso do segmento de espiral enrolada do GCN4) ou 
com um alvo (um sítio no DNA). O GCN4 liga-se firmemente ao DNA ape- 
nas quando a sequência de bases no sítio de contato está correta. Como as 
a-hélices se ajustam confortavelmente à fenda maior, as suas cadelas laterais 
precisam ser complementares - em seus formatos, sua polaridade e suas pro- 
priedades como doadora e aceptora de ligações de hidrogênio - à superfície 
do DNA. Essas a-hélices também possuem vários resíduos de arginina e lisina, 
que as ancoram no esqueleto de DNA pela formação de pontes salinas com os 
fosfatos, reforçando seu ajuste confortável. 


ii. O repressor do bacteriófago à O repressor do bacteriófago à possui seis 
sítios de ligação no genoma do bacteriófago, todos com sequências rela- 
cionadas, porém, um pouco diferentes; a sequência exata de cada um dos 
sítios determina sua afinidade pelo repressor (Fig. 6-13a). A proteína é um 
dímero simétrico, e os sítios possuem sequências aproximadamente simétri- 
cas (palindrômicas). Cada subunidade da proteína possui dois domínios 
enovelados: um aminoterminal, de ligação ao DNA, e um carboxiterminal, 
de dimerização. 

O domínio de ligação ao DNA de um repressor à é um feixe compacto de 
cinco a-hélices (Fig. 6-13b). Ao contrário do GCN4, esse domínio não sofre 
nenhuma grande alteração estrutural quando se associa ao DNA. Duas de suas 
hélices (a segunda e a terceira) formam um motivo estrutural, conhecido como 
hélice-volta-hélice, visto em várias outras proteínas de ligação ao DNA, es- 
pecialmente as de procariotos. A maneira como esse motivo se acomoda na du- 
pla-hélice de DNA permite que a segunda hélice, às vezes chamada de hélice 
de reconhecimento, acomode-se na fenda maior do DNA e apresente várias 
de suas cadeias laterais às bordas expostas dos pares de bases (Fig. 6-13c). A bor- 
da do grupo principal de cada par de bases apresenta um padrão característico 
de grupos doadores e aceptores de ligações de hidrogênio; os pares de bases A:T 
e TA também apresentam a superfície hidrofóbica de um grupo metila na timi- 
na (Fig. 6-14). As propriedades de ligações de hidrogênio e contato apolar das 
cadeias laterais na hélice de reconhecimento do repressor à correspondem às da 
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FIGURA 6-13 Reconhecimento do 
DNA pelo repressor do bacteriófago à. 
(a) As sequências nucleotidicas dos seis sítios 
de DNA (“operadores”) no genoma de à que 
se ligam ao repressor A. Cada sítio é aproxi- 
madamente um "palindromo" — a sequên- 
cia de bases é a mesma (com alguns desvios) 
quando lida de 5º para 3º a partir de qualquer 
uma das extremidades, O “meio sítio” à di 
ta da sequência superior (OR1) e o meio sítio 
à esquerda da sequência inferior (OL3) cor- 
respondem ao melhor consenso de todos os 
meios sítios. Como o comprimento geral é um 
número impar (17 pares de bases), o par de 
bases central é necessariamente uma exceção 
a um palindromo perfeito. (b) O domínio de 
ligação ao DNA (aminoterminal) do repressor 
à, ligado ao DNA operador. Cada subunidade 
é um grupo de cinco a-hélices, Duas delas (em 
azul-claro na subunidade superior) formam 
um motivo de hélice-volta-hélice; a primeira 
das duas faz uma ponte de um lado da fenda 
maior para o outro, e a segunda localiza-se 
na fenda e quase paralelamente a sua dire- 
ção principal. (c) Interações polares (igações 
de hidrogênio e pontes salinas) entre os re- 
síduos do motivo de hélice-volta-hélice e o 
DNA (esqueleto e pares de bases). A proteina 
acomoda-se perfeitamente na fenda maior 
apenas quando os contatos entre os pares de 
bases correspondem aos grupos da proteina 
posicionados em oposição a eles, Imagens 
preparadas com PyMOL (Schrödinger, LLC). 


FIGURA 6-14 Propriedades dos pares 
de bases do DNA nas fendas maior e me- 
nor, Os quatro pares de bases do DNA, com 
identificações nos grupos nas fendas maior 
e menor que podem determinar contatos 
especificos: a, aceptor de ligações de hidro- 
génio; d, doador de ligações de hidrogênio; 
m, grupo metila (contato por van der Waals). 
As ligações de hidrogênio estão representa- 
das por linhas pontilhadas. Na fenda maior, 
cada um dos quatro pares de bases apresenta 
um padrão diferente: TA, m-a-d-a; AT, a-d- 
-a-m; CG, d-a-a; G:C, a-a-d, Dois exemplos 
de complementaridade de cadeias laterais de 
aminoácidos são mostrados com os pares TA 
e CG, Essas duas formas de reconhecimento 
de pares de bases (apontadas em 1976 por 
Seeman, Rosenberg e Rich) ocorrem com al- 
guma frequência, mas a maioria dos casos de 
reconhecimento específico do DNA envolve 
“um conjunto de contatos mais complexo. Na 
fenda menor, T:A e A:T apresentam o mesmo 
padrão de contatos potenciais (a-a); da mes- 
ma maneira, C:G e G:C (a-d-a). Portanto, o 
reconhecimento de sequências especificas do 
DNA geralmente envolve contatos com a fen- 
da maior. 
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sequência de bases reconhecida. Os contatos entre a proteína e o esqueleto de 
açúcar-fosfato do DNA posicionam e orientam as cadeias laterais da hélice de 
reconhecimento para assegurar esta complementaridade. 

A complementaridade entre as cadeias laterais da proteina e as bases do 
DNA difere de uma maneira importante da complementaridade entre as duas 
bases em um par de bases do DNA. Cada base do DNA possui uma única base 
complementar, de maneira que suas ligações de hidrogênio são consistentes 
com a geometria de uma dupla-hélice sem distorções. Em contrapartida, há 
várias maneiras pelas quais as proteínas reconhecem uma determinada base 
ou mesmo uma determinada sequência de bases. Além disso, como ilustrado 
pelas diferentes sequências dos sítios de ligação ao repressor, a mesma estru- 
tura proteica pode ajustar-se levemente para criar complementaridade com 
uma sequência de bases um pouco alterada (com alguma perda de afinidade). 
Portanto, não há um “código” para o reconhecimento do DNA pelas proteínas 
= apenas um conjunto de temas recorrentes, como a apresentação de cadeias 
laterais de proteínas por uma a-hélice inserida na fenda maior do DNA. 

O repressor A ilustra uma característica geral das proteínas que reconhecem 
sequências de DNA específicas: elas possuem domínios de ligação ao DNA relati- 
vamente pequenos, geralmente unidos a um ou mais domínios adicionais com 
funções distintas, como oligomerização ou interações com outras proteínas. 


iii. Proteínas com dedo de zinco O domínio de reconhecimento do DNA 
mais abundante em muitos eucariotos é um módulo pequeno conhecido 
como dedo de zinco (do inglês, zinc finger, Fig. 6-15a). Esses domínios geral- 
mente ocorrem em tandem, com curtos segmentos conectores entre eles. Os 
conectores são flexíveis; quando as proteínas se ligam ao DNA, eles tornam- 
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FIGURA 6-15 Motivos dedo de zinco. (a) O motivo dedo de zinco Cys2His2 e as se- 
quências de dedo Zif268. Na parte superior, está representado um diagrama de fitas do dedo 2, 
incluindo as duas cadeias laterais da cisteina (em amarelo) e as duas cadeias laterais da histidina 
(em vermelho) que coordenam o ion zinco (esfera prateada). As cadeias laterais de residuos 
essenciais fazem contatos de bases com a fenda maior do DNA (os números identificam suas 
posições em relação ao início da hélice de reconhecimento). A seguir, está representado o ali- 
nhamento da sequência de aminoácidos dos três dedos de zinco de Zif268 com as cisteinas e as 
histidinas conservadas em negrito. Elementos da estrutura secundária estão indicados na parte 
inferior do diagrama. (b) À esquerda, está o complexo Zif268-DNA, mostrando os três dedos 
de zinco de Zif268 ligados à fenda maior do DNA. Os dedos estão separados por intervalos de 
3 pb; DNA (azul); dedos 1 (vermelho), 2 (amarelo) e 3 (roxo); ions zinco coordenados (esferas 
prateadas). A sequência de DNA do sítio de ligação de Zif268 à direita está colorida para indicar 
os contatos de bases para cada dedo. (Reproduzida, com permissão, de Pabo C.O. et al. 2001 
Annu. Rev. Biochem. 70: 313-340, a Fig. 6-15a é a Fig. 1 da p. 315; a Fig. 6-15béa Fig. 2 da 
p. 316. © Annual Reviews.) 
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FIGURA 6-16 Proteína LEF-1 ligada 
ao DNA. Imagem preparada com PyMOL 
(Schrödinger, LLC) 


FIGURA 6-17 Reconhecimento 
de peptídeo. O reconhecimento espe- 
cífico do segmento carboxiterminal de 
uma proteina por um domínio PDZ - um 
módulo repetitivo que se associa com as 
"caudas" citoplasmáticas carboxiterminais 
de proteinas de membrana. Os contatos 
principais estão em bolsos (asteriscos re- 
ferentes ao grupo carboxila e a cadeia 
lateral apolar da valina carboxiterminal) e 
por meio do recrutamento da folha B an- 
tiparalela para o dominio (primeiro plano) 
por vários resíduos do ligante que precede 
a valina (linhas pontilhadas azul-escuras 
representam as ligações de hidrogênio da 
folha B). Imagem preparada com PyMOL 
(Schrödinger, LLC). 


Parte2 Estrutura e Estudo de Macromoléculas 


-se ordenados. Os aproximadamente 30 resíduos de cada dedo de zinco são 
apenas o suficiente para criar um centro hidrofóbico, e o íon zinco no centro 
é necessário para manter o domínio enovelado unido. Duas cisteínas e duas 
histidinas coordenam o Zn”. Como as proteinas intracelulares não possuem 
pontes dissulfeto, a coordenação de Zn”' geralmente apresenta o mesmo pro- 
pósito estabilizador para domínios muito pequenos. Quando os dedos de zin- 
co se ligam ao DNA, a curta a-hélice posiciona-se na fenda maior, e dedos de 
zinco sucessivos arranjados em tandem contactam conjuntos sucessivos de pa- 
res de bases - aproximadamente 3 pb por dedo de zinco, com alguma sobrepo- 
sição (Fig. 6-15b). Existe uma regularidade considerável no padrão de contatos 
de pares de bases: os resíduos - 1, 2, 3 e 6 da hélice têm maior probabilidade 
de contato com um ou mais pares de bases (Fig. 6-15a). Devido a essa regu- 
laridade — e à maneira pela qual os dedos de zinco em tandem se posicionam 
na fenda maior do DNA - as proteínas podem ser projetadas para reconhecer 
sequências de pares de bases relativamente longas. Além disso, bibliotecas de 
módulos individuais estão agora disponíveis para gerar proteínas projetadas 
especificamente para sequências de DNA com 12 a 18 pb de comprimento. 


iv. Fator ativador de linfócitos-1 (LEF-1, lymphocyte enhancer factor-1) 
Contatos com os pares de base na fenda maior do DNA não são a única ma- 
neira de criar especificidade de sequência de bases. A sequência de bases não 
especifica o padrão de contatos de ligações de hidrogênio na fenda menor, 
porque A:T e TA geram padrões semelhantes (aa), assim como G:C e C:G 
(Fig. 6-14), mas a sequência de bases também influencia a propensão da du- 
pla-hélice do DNA de se curvar ou se torcer - ou seja, adotar conformações 
que se desviam de uma dupla-hélice ideal de Watson-Crick. Esta sensibilidade 
à influência da sequência de bases sobre a propensão do DNA em se curvar ou 
se torcer é às vezes chamada de “leitura indireta”, para distingui-la da especi- 
ficidade de sequência fornecida por contatos diretos polares e apolares com os 
pares de bases. O fator ativador de linfócitos-1 (LEF-1), que regula a expressão 
gênica em células T em conjunto com vários outros fatores, é um feixe de três 
hélices que se acomodam na fenda menor substancialmente alargada do DNA 
curvado (Fig. 6-16). A maioria das cadeias laterais dos aminoácidos voltados 
para a fenda menor é apolar, e uma delas insere-se parcialmente entre dois 
pares de bases adjacentes, ajudando a estabilizar a curvatura de quase 90º no 
eixo do DNA. A curvatura aproxima proteínas ligadas a montante e a justante 
de LEF-1: por esse motivo, ela foi chamada de “proteína arquitetônica”, já que 
parte de sua função é aumentar os contatos entre outros fatores de transcrição 
ligados ao DNA. 


Interfaces proteína-proteína 


Interfaces proteína-proteína tendem a ser ainda mais delicadamente comple- 
mentares do que interfaces proteína-DNA. A razão para isso é que as primei- 
ras geralmente envolvem superfícies hidrofóbicas consideráveis, enquanto as 
últimas são amplamente polares. A água, que é ao mesmo tempo doadora e 
aceptora, pode unir grupos de ligações de hidrogênio em uma interface DNA- 
«proteína, mas uma lacuna entre superfícies apolares em uma interface protei- 
ca deixaria um buraco ou uma molécula de água isolada - ambos muito desfa- 
voráveis. Como foi visto, um fator de transcrição como o repressor À pode se 
ligar a alvos de DNA com pequenas diferenças de sequências, cada uma delas 
desviando levemente de um consenso. O mesmo não ocorre na maioria das 
interfaces proteicas. Para alguns fatores de transcrição, ocorre o pareamento 
alternativo de subunidades estruturalmente homólogas, para aumentar a di- 
versidade combinatória. As superfícies complementares relevantes, as quais 
provavelmente surgem por duplicação gênica em algum ponto da história 
evolutiva da proteína são conservadas nesses casos. 

O reconhecimento proteico específico pode depender da associação de 
superfícies correspondentes pré-enoveladas de duas subunidades, como as 
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que ocorrem na formação do tetrâmero de hemoglobina (Fig. 6-7), ou do 
coenovelamento de duas cadeias polipeptídicas, como na dimerização do 
GCN4 (Fig. 6-9a), ou da ancoragem de um segmento não estruturado na su- 
perfície de reconhecimento de uma proteína parceira (Fig. 6-17). Neste último 
tipo de interação, o segmento em questão adota uma estrutura definida no 
complexo — isto é, sua conformação corretamente enovelada é estável apenas 
na presença da superfície-alvo. A ligação às vezes depende de uma modifica- 
ção pós-traducional como fosforilação ou acetilação, de forma que a interação 
pode ser ligada ou desligada por sinais provenientes de outros processos ce- 
lulares. O segmento ancorado da cadeia polipeptídica geralmente possui um 
motivo de sequência de aminoácidos reconhecível. A associação desse tipo é 
particularmente comum na montagem de complexos proteicos que regulam 
a transcrição, provavelmente porque permite uma variabilidade considerá- 
vel na organização de faixas mais amplas. O segmento não estruturado ou o 
domínio que se liga a ele, ou ambos, podem estar inseridos em uma região 
malor, não estruturada, com uma composição de aminoácidos relativamente 
polar, de “baixa complexidade” (Le, com muitas repetições do mesmo resf- 
duo polar). Essas regiões de baixa complexidade conferem ampla flexibilida- 
de, de forma que o espaçamento entre as interações específicas pode variar, 
e a mesma montagem pode adaptar-se a diferentes circunstâncias (p. ex., a 
diferentes arranjos de sítios no DNA). 


Proteínas que reconhecem RNA 


Ao contrário do DNA, o RNA pode ter uma grande variedade de estruturas lo- 
cais, e interações terciárias estabilizam conformações 3D bem-definidas, como 
no tRNA. Interações proteína-RNA são, portanto, como interações proteína- 
proteína, em alguns aspectos, O formato do RNA e a maneira como os grupos 
interagentes (p. ex., fosfatos ou grupos 2'-hidroxila, ou bases) se distribuem 
em sua superfície são determinantes essenciais da especificidade. Duas estrutu- 
ras pré-enoveladas podem se associar, como na ligação de um tRNA à enzima 
que transfere um aminoácido a sua extremidade 5, ou um ou ambos os parcei- 
ros podem ter pouca ou nenhuma estrutura fixa até que o complexo se forme. 

O motivo de reconhecimento de RNA (RNA-recognition motif, RRM; tam- 
bém conhecido como motivo de proteina ribonuclear, RNP) é uma sequência 
que caracteriza um domínio envolvido no reconhecimento específico do RNA. 
À sequência RRM de 80 a 90 aminoácidos enovela-se em uma folha 8 antipa- 
ralela com quatro fitas e duas a-hélices que se agrupam. Esse arranjo confere 
ao domínio uma topologia aß característica. Um exemplo desse domínio co- 
mum é encontrado na proteína U1A que interage com o pequeno RNA nuclear 
(small nuclear RNA, snRNA) U1, ambos componentes do mecanismo que pro- 
cessa os transcritos de RNA (Cap. 14). A estrutura do complexo ULA:UIsnRNA, 
representado na Figura 6-18, mostra que o formato da superfície de ligação ao 
RNA de U1A é específica para esse determinado RNA. 


ENZIMAS: PROTEÍNAS COMO AGENTES CATALISADORES 


Um dos papéis mais importantes das proteínas nas células é catalisar reações 
bioquímicas. Quase todos os processos que ocorrem em uma célula — desde 
a transformação de nutrientes para a geração de energia até a polimerização 
de nucleotídeos para a síntese de DNA e RNA — necessitam de catálise (i.e, 
aumento de suas taxas), porque as taxas de reação espontânea são demasia- 
do lentas para dar suporte à atividade e à sobrevivência normais da célula. 
A maioria dos catalisadores em sistemas vivos são proteínas (enzimas); o RNA 
é um catalisador para algumas reações bastante antigas (ribozimas). 

A barreira para uma reação química é a formação de um arranjo de rea- 
gentes de alta energia, conhecido como estado de transição. Como o es- 
tado de transição possui uma estrutura intermediária entre as dos reagentes 


FIGURA 6-18 Estrutura do comple- 
xo proteina:RNA do espliceossomo: 
UJA liga-se ao grampo Il do snRNA 
de U1. A proteína está mostrada em cin- 
za; o snRNA de U1 está mostrado em ver- 
de. (Oubridge C. et al. 1994. Nature 372: 
432.) Imagem preparada com MolScript, 
BobScript e Raster 3D. 
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e dos produtos, é necessária alguma distorção dos reagentes para alcançá-lo. 
Uma reação pode ser acelerada — geralmente de maneira drástica — pela redu- 
ção da energia necessária para distorcer os reagentes em suas configurações 
de estado de transição. A maioria das enzimas consegue isso por ter um sítio 
ativo - geralmente um bolso ou fenda — que é complementar em formato e 
propriedades de interação (p. ex., ligações de hidrogênio e contatos apola- 
res) ao estado de transição da reação. Os contatos favoráveis que se formam 
quando os reagentes se associam ao sítio ativo compensam até certo ponto 
a distorção que eles sofrem para fazê-lo, A precisão com a qual a evolução da 
estrutura de uma enzima molda seu sítio ativo confere grande especificidade 
a este processo. Por exemplo, enzimas que catalisam a polimerização de deso- 
xirribonucleotídeos em DNA não conseguem, em geral, catalisar a polimeri- 
zação de ribonucleotídeos em RNA, porque a 2'-hidroxila da ribose colidiria 
com átomos do sítio ativo da polimerase. 


REGULAÇÃO DA ATIVIDADE PROTEICA 


Viu-se que a interação com outras moléculas - tanto moléculas pequenas, 
como o substrato de uma enzima, quanto macromoléculas, como proteinas e 
ácidos nucleicos - pode induzir as proteínas a sofrerem alterações conforma- 
cionais. Moléculas que se ligam a uma proteína (ou a qualquer outro alvo) de 


FIGURA 6-19 Regulação alostérica da ligação do repressor Lac ao DNA. (a) Confor- 
mação do repressor Lac dimérico ligado ao DNA. Um curto segmento de DNA, representando o 
sítio de ligação específico ("operador"), está na parte superior da figura. O domínio de ligação 
ao DNA aminoterminal, com um motivo de reconhecimento hélice-volta-hélice, interage com 
pares de base da fenda maior. O corpo da proteina possui um sitio, localizado entre seus dois 
domínios, que acomoda moléculas relacionadas à lactose; o sítio está vazio na conformação 
ligada ao DNA representada aqui. As duas subunidades idênticas do repressor estão em verme- 
lho e azul-claro, respectivamente. (b) A ligação de uma molécula indutora (qualquer um dos 
vários galactosideos, ilustrado em superfície renderizada, ambos do lado de fora do repressor, 
como se estivessem prestes a se ligar, e também no sítio de ligação específico dentro de cada 
subunidade do repressor) faz os dois domínios no corpo do repressor alterarem a orientação 
em relação um ao outro. Como resultado, os segmentos das articulações entre os domínios 
de ligação ao DNA e o corpo da proteína tomam-se desordenados, com os próprios domi- 
nios agora frouxamente amarrados e incapazes de se ligar fortemente aos sítios do operador. 
(c) Sabreposição das conformações ligada ao DNA e induzida, para mostrar como um dos 
domínios do repressor se altera em relação ao outro. As subunidades ligadas ao DNA estão 
coloridas como no painel a; o dimero do repressor induzido está em azul-escuro. Imagens 
preparadas com PYMOL (Schrôdinger, LLO. 


Capítulo 6 A Estrutura das Proteínas 


maneira definida são conhecidas como ligantes. Os ligantes podem regular 
a atividade de uma proteína (p. ex., uma enzima) pela estabilização de um de- 
terminado estado. Por exemplo, se a ligação de um ligante a uma enzima esta- 
bilizar uma conformação na qual o sítio ativo estiver bloqueado, o ligante terá 
desligado a atividade da enzima. O sítio de ligação para o ligante inibidor não 
precisa estar sobreposto ao sítio ativo — ele precisa apenas estar de maneira que 
a ligação do ligante reduza a energia de uma conformação na qual os reagentes 
não conseguem alcançar o sítio ativo ou na qual o sítio ativo não apresente 
mais a configuração correta. De forma similar, a ligação do ligante em um sítio 
remoto pode favorecer uma conformação na qual o sítio ativo está disponível 
para o substrato e é complementar ao estado de transição da reação; o ligante 
seria, então, um ativador. Esse tipo de regulação é conhecida como regulação 
alostérica ou alosteria, porque a estrutura do ligante (seu caráter “estérico”) é 
diferente (em grego, allo-) da estrutura de qualquer um dos reagentes. 

O repressor Lac (que inibe a expressão do gene bacteriano que codifica a 
B-galactosidase, enzima que hidrolisa B-galactosídeos como a lactose) é um 
bom exemplo de regulação alostérica no controle da transcrição (Fig. 6-19). 
O repressor Lac é um dímero. O dimero possui duas conformações distintas — 
uma quando ligado a um sítio específico do DNA (conhecido como seu ope- 
rador) e outra quando ligado a um metabólito inibidor (conhecido como seu 
indutor). Como o repressor ligado ao operador impede a RNA-polimerase 
de sintetizar o mRNA da B-galactosidase, e como uma alta concentração do 
indutor favorece uma conformação que não se liga de maneira correta ao 
DNA, o indutor pode alterar a afinidade pelo DNA e, assim, influenciar a 
regulação gênica, mesmo que seu sítio ativo esteja a alguma distância da su- 
perfície de contato do repressor com o DNA. Existem interruptores alostéricos 
ainda mais complicados, com múltiplos ligantes e múltiplos sítios de ligação. 
A regulação alostérica geralmente envolve alterações na estrutura quaternária, 
como na transição entre as duas conformações do dímero do repressor Lac. 
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Proteínas são cadeias lineares de aminoácidos, unidos por liga- 
ções peptídicas (“cadeias polipeptídicas”). Os 20 1-aminoácidos 
especificados pelo código genético incluem nove com cadeias 
laterais apolares (hidrofóbicas), seis com cadeias laterais pola- 
res que não possuem carga em pH neutro, dois com cadeias 
laterais ácidas (negativamente carregadas em pH neutro) e três 
com cadelas laterais básicas (positivamente carregadas em pH 
neutro ou carregada parcialmente, no caso da histidina). Li- 
gações peptídicas possuem caráter de ligação dupla parcial; os 
ângulos de torsão para as ligações N-Ca e Ca-(C=0) determi- 
nam a conformação tridimensional de um esqueleto de cadeia 
polipeptídica. Três aminoácidos possuem propriedades confor- 
macionais especiais; a glicina é não quiral, com maior liberda- 
de conformacional do que os outros; a prolina (tecnicamente, 
um iminoácido) possui uma ligação covalente entre a cadeia 
lateral e a amida, restringindo sua liberdade conformacional; e 
a cisteina, com um grupo sulfidrila em sua cadeia lateral, pode 
sofrer oxidação para formar uma ponte dissulfeto com uma se- 
gunda cisteina, interligando uma cadeia polipeptídica enovela- 
da ou duas cadeias polipeptídicas vizinhas. O ambiente redutor 
do interior da célula restringe a formação de pontes dissulfeto a 
organelas oxidantes e ao meio extracelular. 

A estrutura proteica é tradicionalmente descrita em quatro 
níveis: primário (a sequência de aminoácidos em uma cadeia 
polipeptídica — o nível determinado diretamente pelo código 
genético), secundário (conformações locais repetidas de esque- 
leto, estabilizadas por ligações de hidrogênio da cadeia prin- 
cipal - principalmente a-hélices e folhas B), terciário (a mon- 


tagem tridimensional enovelada), e quaternário (a associação 
de cadeias polipeptídicas enoveladas em um arranjo de múlti- 
plas subunidades), No nível terciário, as cadeias polipeptídicas 
enovelam-se em um ou mais domínios independentes, que se 
enovelariam de maneira semelhante mesmo se excisados do 
restante da proteína. A estrutura de um domínio pode ser es- 
pecificada pela maneira na qual seus elementos de estrutura 
secundária (hélices e fitas) se apresentam em três dimensões. 
Conectores entre domínios de uma cadeia polipeptídica com 
múltiplos domínios podem ser longos e flexíveis ou curtos e 
rígidos. O ambiente aquoso e o conjunto diverso de aminoá- 
cidos de ocorrência natural são essenciais para a estabilidade 
conformacional de domínios enovelados e das interfaces entre 
eles que criam estrutura quaternária. Cadeias laterais apolares 
agrupam-se longe da água, de maneira compacta no centro 
hidrofóbico de um domínio enovelado, e qualquer grupo se- 
questrado ligado por ligações de hidrogênio, que perde uma 
ligação de hidrogênio com a água, deve ter um parceiro deriva- 
do de proteína. Elementos de estrutura secundária satisfazem 
o último requerimento para a amida e os grupos carbonila da 
cadeia principal, respondendo, assim, por sua importância na 
descrição e na classificação das estruturas de domínios. 

A sequência de aminoácidos em uma cadeia polipeptídi- 
ca especifica se, e como, ela irá se enovelar. Essa propriedade 
permite que o código genético determine não apenas a estru- 
tura primária, mas também outros níveis e, portanto, dite a 
função proteica. As várias interações não covalentes em um 
domínio corretamente enovelado (e em domínios extracelu- 
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lares, as pontes dissulfeto covalentes) criam um mínimo de 
energia livre global (conformação de maior estabilidade), de 
maneira que a cadeia possa alcançar sua conformação nativa 
espontaneamente. Alterações no ambiente de uma proteína, 
incluindo modificações pós-traducionais de uma ou mais de 
suas cadeias laterais ou a ligação de ligantes, podem alterar a 
posição desse mínimo de energia livre e induzir uma alteração 
conformacional. O arranjo de cadeias laterais de aminoácidos 


na superficie de uma proteína enovelada e, às vezes, mesmo 
em um segmento de cadeia polipeptídica não enovelada pode 
também especificar como ela reconhece uma proteína ou áci- 
do nucleico parceiro ou uma pequena molécula ligante, As 
proteinas são, portanto, agentes essenciais de reconhecimento 
molecular específico, dentro das células e entre as células, bem 
como os catalisadores de reações químicas (enzimas). 
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QUESTÕES 
Para respostas de questões de número par, ver Apêndice 2: Respostas. 


Questão 1. Qual éa ligação que pode se formar entre duas 
cisteínas de proteínas secretadas? Por que esta ligação normal- 
mente não se forma em proteínas intracelulares? Como esta 
interação se diferencia das interações que podem ocorrer entre 
outras cadelas laterais de aminoácidos? 


Questão 2. Cite um exemplo de duas cadeias laterais de 
aminoácidos que podem interagir uma com a outra por meio 
de uma ligação iônica em pH neutro. Ver Capítulo 3 para uma 
revisão sobre ligações tônicas. 


Questão 3. Uma mutação que ocorre no DNA pode causar 
uma substituição de aminoácido na proteina codificada. Subs- 
tituições de aminoácidos são descritas como conservativas 
quando o aminoácido na proteína mutada possui proprieda- 
des químicas semelhantes às do aminoácido substituído. Re- 
ferindo-se à Figura 6-2, identifique quatro exemplos diferentes 
de pares de aminoácidos que poderiam estar envolvidos em 
substituições conservativas. 


Questão 4. A formação de ligações peptídicas é um exem- 
plo de reação de condensação. Explique o que significa esta 
afirmação e por que a formação da ligação peptídica também é 
chamada de reação de desidratação. 


Questão 5. Descreva como uma folha B difere de um san- 
duíche 8. 


Questão 6. As proteínas de ligação ao oxigênio hemoglo- 
bina e mioglobina diferem porque a hemoglobina atua como 
um tetrâmero nas hemácias, enquanto a mioglobina atua 
como um monômero em células musculares. A estrutura glo- 
bular da mioglobina e de cada monômero da hemoglobina en- 
volve oito segmentos a-helicoidais, A estrutura que difere mais 
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Da sequência de aminoácidos à 
estrutura tridimensional 


Anfinsen C.B. 1973, Principles that govern the folding of protein 
chains. Science 181: 223-230. 


entre essas duas proteinas éa primária, secundária, terciária ou 
quaternária? Explique. 


Questão 7. Para os seguintes aminoácidos, indique se eles 
têm maior probabilidade de serem encontrados escondidos ou 
expostos em um domínio proteico enovelado de maneira es- 
tável: fenilalanina, arginina, glutamina, metionina, Explique 
suas respostas. 

Questão 8. Você trata uma proteína com o desnaturante 
urela. Para cada interação ou ligação a seguir, indique se a inte- 
ração ou ligação é quebrada pelo tratamento com urela, 

A. Ligações iônicas. 

B. Ligações de hidrogênio. 

C. Pontes dissulfeto. 

D. Ligações peptídicas. 

E. Interações de van der Waals. 


Questão 9. Considerando o que você aprendeu sobre a es- 
trutura do DNA no Capítulo 4, explique por que o Gená inte- 
rage com o DNA na fenda maior em vez da fenda menor. Des- 
creva a importância das argininas e lisinas na interação entre 
Gens e DNA. 


Questão 10.  Preveja o efeito da substituição de uma ou mais 
das cisteinas ou histidinas conservadas por alanina em um 


dedo de zinco Cys2His2. Explique sua resposta. 


Questão 11. Descreva as características incomuns da intera- 
ção entre LEF-1 e DNA. 


Questão 12. Como as enzimas aumentam a taxa de uma 
reação? 


Questão 13. Considere um ligante que é estruturalmente 
semelhante ao substrato de uma enzima e que se liga forte- 


mente ao sítio ativo, excluindo o substrato normal. Qual é a 
diferença entre um “inibidor competitivo” como este e um 
inibidor alostérico? 


Questão 14. Um fator de iniciação de tradução, chamado 
de Tif3 ou eIRF4B em células de levedura, possui a seguinte 
sequência de elementos em sua cadeia polipeptídica: um do- 
múnio aminoterminal contendo um motivo de reconhecimen- 
to de RNA (RRM), um segmento central com uma sequência 
repetida com sete dobras rica em resíduos de aminoácidos bá- 
sicos e ácidos, e uma região carboxiterminal sem evidências 
de homologia com qualquer motivo ou domínio conhecidos. 
A. Descreva a importância dos RRMs. 

A modularidade da proteína sugere a seguinte série de ex- 
perimentos, para analisar os papéis de suas diferentes partes. 
Células com uma deleção do gene TIF3 não crescem a 37°C, 
mas crescem normalmente a 30°C. Adicionando um gene que 
codifica um fragmento da proteína, é possível fazer um ensaio 
de complementação — a capacidade de o fragmento conferir 
crescimento do tipo selvagem a 37°C. Os resultados desses ex- 
perimentos estão apresentados na tabela a seguir, em que ++, 
+ e- indicam o grau de crescimento/complementação. 


Proteína Tif3. Crescimento a 37°C 
Completa ++ 
RRM + primeiras três repetições. + 


RRM + primeira repetição - 


Todas as sete repetições + segmento. 
carboxiterminal 
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B. A partir desses dados, qual região da proteína é necessária 
para o crescimento do tipo selvagem a 37°C? 

Um novo conjunto de experimentos envolveu um en- 
saio de tradução in vitro, utilizando um extrato da linhagem 
desprovida do gene TIF3. A reação foi iniciada pela adição da 
proteína Tif3 purificada ou uma de suas formas truncadas. Os 
resultados estão na tabela a seguir, que mostra a porcentagem 
da tradução in vitro relativa à reação com a Tif3 completa. 


Proteina Tif3 Atividade de tradução (%) 
Completa 100 

RAM + primeiras três repetições a 

RRM + primeira repetição o 

Todas as sete repetições + segmento o 
carboxiterminal 


C. Como esses resultados podem ser comparados aos resulta- 
dos de complementação da parte B? Eles modificam a sua 
conclusão dos experimentos genéticos? 

Dados adaptados de Niederberger et al. 1998. RNA 4 

1259-1267. 


Esta página foi deixada em branco intencionalmente. 


CAPÍTULO 7 


Técnicas de Biologia 
Molecular 


Ihares de macromoléculas diferentes e abriga um genoma que varia em 

tamanho de milhões a bilhões de pares de bases. Para entender como 
os processos genéticos da célula funcionam, é necessária uma variedade de 
abordagens experimentais desafiadoras. Estas incluem métodos para separar 
macromoléculas individuais da miríade de misturas encontradas na célula e 
para dissecar o genoma em segmentos de tamanho adequado para manipula- 
ção e análise de sequências de DNA específicas, e também incluem o uso de 
organismos-modelo apropriados nos quais as ferramentas de análise genética 
estão disponíveis, como será discutido no Apêndice 1. O desenvolvimento 
bem-sucedido de tais métodos foi uma das forças motrizes no campo da bio- 
logia molecular durante as últimas décadas, bem como um de seus grandes 
triunfos. 

Recentemente, tornou-se possível aplicar abordagens moleculares nas 
análises de grande escala do conjunto completo de DNA, RNA e proteínas da 
célula. Estas abordagens de genômica e proteômica e o número crescente de 
sequências genômicas disponíveis tornam possível realizar comparações de 
larga escala entre os genomas de diferentes organismos ou identificar todas as 
proteínas fosforiladas de um determinado tipo celular. 

Neste capítulo, é fornecida uma breve introdução a alguns dos métodos 
modernos que possibilitam aos biólogos investigar a função de proteínas in- 
dividuais, bem como realizar análises de larga escala de genomas e proteomas. 
Como será visto, esses métodos geralmente dependem, e foram desenvolvi- 
dos, de um conhecimento das propriedades das próprias macromoléculas bio- 
lógicas, Por exemplo, as características de pareamento de bases do DNA e do 
RNA possibilitaram o desenvolvimento de técnicas de hibridização que hoje 
permitem a identificação da expressão gênica no genoma inteiro. Detalhes 
das atividades das DNA-polimerases, endonucleases de restrição e DNA-liga- 
ses permitiram o surgimento das técnicas de clonagem de DNA e da reação 
em cadeia da polimerase (PCR, polymerase chain reaction), as quais, por sua 
vez, permitem o isolamento de praticamente qualquer segmento de DNA — 
mesmo de algumas formas pré-históricas de vida - em quantidades ilimitadas. 

Este capítulo está dividido em cinco partes: métodos para a análise de 
DNA e RNA; análise de larga escala do DNA genômico; análise de proteinas; 
análise de proteínas em larga escala; e, finalmente, a análise de interações 
ácidos nucleico-proteína, abordagens que ajudam a explorar como esses com- 
ponentes separados se reúnem e interagem para facilitar o funcionamento 
interno da célula. 


A CÉLULA VIVA É UMA ENTIDADE EXTREMAMENTE complicada, que produz mi- 
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FIGURA 7-1 Separação de DNA 
por eletroforese em gel. A figura mos- 
tra um corte transversal lateral de um gel. 
A “canaleta” (poço no gel) onde a mis- 
tura de DNA é colocada está indicada à 
esquerda, na parte superior do gel. Esta 
também é a extremidade em que o cáto- 
do do campo elétrico está localizado, com 
o ânodo localizado na base do gel. Como 
resultado, os fragmentos de DNA, que 
são carregados negativamente, deslocam- 
-se pelo ge! da esquerda para a direita (da 
parte superior para a base) A distância 
que cada DNA percorre é inversamente 
proporcional ao tamanho do fragmento 
de DNA, conforme representado. (Adap- 
tada, com permissão, de Mickios D.A. e 
Freyer G.A. 2003. DNA science: A first 
course, 2nd ed., p: 114, O Cold Spring 
Harbor Laboratory Press.) 


cuba de eletroforese 
solução-tampão fragmentos de DNA 


gel de agarose 


Os fragmentos de DNA 
menores deslocam-se mais 


rápido ao longo do gel do 
que os fragmentos maiores 


ÁCIDOS NUCLEICOS: MÉTODOS BÁSICOS 


A eletroforese em gel separa as moléculas de DNA 
e de RNA de acordo com o seu tamanho 


Primeiramente, será discutida a separação das moléculas de DNA e de RNA pela 
técnica de eletroforese em gel. As moléculas lineares de DNA são separa- 
das de acordo com seu tamanho quando submetidas a um campo elétrico, por 
meio de uma matriz de gel, um material poroso e inerte, semelhante a uma 
gelatina. Como o DNA tem carga negativa, quando é submetido a um campo 
elétrico ele migrará através do gel em direção ao polo positivo (Fig. 7-1). As 
moléculas de DNA são flexíveis e ocupam um volume efetivo. A matriz de gel 
atua como uma peneira através da qual passam as moléculas de DNA; molé- 
culas grandes (com um volume efetivo maior) têm mais dificuldade de passar 
através dos poros do gel e, portanto, migram mais lentamente através dele do 
que o fazem moléculas de DNA menores. Isso significa que, após um período de 
“migração, ou corrida, pelo gel”, as moléculas de tamanhos diferentes podem 
ser separadas, porque elas percorrem distâncias diferentes no gel. 

Após o fim da eletroforese, a molécula de DNA pode ser visualizada pela 
coloração do gel com corantes fluorescentes como o etídeo, que se liga ao 
DNA e se intercala entre as bases empilhadas (ver Cap. 4, Fig. 4-28). As molé- 
culas de DNA coradas aparecem como “bandas”, cada uma delas revelando a 
presença de uma população de moléculas de DNA de um tamanho específico. 

Dois tipos alternativos de matrizes de géis são utilizados: poliacrilami- 
da e agarose. A poliacrilamida apresenta alta capacidade de resolução, mas 
pode separar DNAs somente em uma faixa de tamanho limitada. Portanto, a 
eletroforese em gel de poliacrilamida pode resolver DNAs que diferem uns dos 
outros em tamanho em apenas um par de bases, mas apenas em moléculas de 
até 1.000 pares de bases. A agarose possui menor capacidade de resolução do 
que a poliacrilamida, mas pode separar moléculas de DNA com dezenas, e até 
centenas, de quilobases. 

Os segmentos de DNA muito longos não podem penetrar nos poros, 
mesmo de agarose. Em vez disso, eles serpenteiam seu caminho pela matriz, 
com uma extremidade liderando o caminho e a outra seguindo atrás. Como 
consequência deste comportamento, moléculas de DNA acima de um certo 
tamanho (30-50 kb) migram de forma semelhante e não podem ser resolvi- 
das. Esses DNAs muito longos podem, entretanto, ser separados uns dos ou- 
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tros se um campo elétrico for aplicado em pulsos com orientação ortogonal 
um em relação ao outro. Essa técnica é conhecida como eletroforese em 
gel de campo pulsado (Fig. 7-2). Cada vez que a orientação do campo 
elétrico é alterada, a molécula de DNA, que está percorrendo um caminho 
no gel, deve reorientar-se em direção ao novo campo. Quanto maior a molé- 
cula, mais tempo ela leva para se reorientar. A eletroforese em gel de campo 
pulsado pode ser utilizada para determinar o tamanho de grandes DNAs ge- 
nômicos, até mesmo de genomas bacterianos e cromossomos de eucariotos 
inferiores inteiros, como fungos - moléculas de DNA contendo várias mega- 
bases de comprimento. 

A eletroforese separa as moléculas de DNA não apenas de acordo com seu 
tamanho molecular, mas também de acordo com seu formato e propriedades 
topológicas (ver Cap. 4). Uma molécula de DNA circular relaxada ou clivada 
migra mais lentamente do que uma molécula linear de massa igual. Além dis- 
so, como foi visto, os DNAs supertorcidos, que estão compactados e apresen- 
tam volume efetivo menor, migram mais rapidamente durante a eletroforese 
do que os DNAs menos torcidos ou circulares relaxados de igual massa. 

A eletroforese também é utilizada para separar moléculas de RNA. Os seg- 
mentos de DNA de dupla-fita lineares apresentam estrutura secundária unifor- 
me e suas velocidades de migração durante a eletroforese são proporcionais a 
seu tamanho molecular. Como os DNAs, as moléculas de RNA apresentam car- 
ga negativa uniforme. Mas moléculas de RNA são geralmente de fita simples 
e possuem, como foi visto (Cap. 5), vastas estruturas secundárias e terciárias, 
as quais influenciam em sua mobilidade eletroforética. Para contornar esse 
obstáculo, os RNAs podem ser tratados com certos reagentes, como o glioxal, 
que reagem com o RNA e impedem a formação do pareamento de bases (o 
glioxal forma adutos com os grupos amino das bases, evitando o pareamento 
de bases). Os RNAs glioxilados não podem formar estruturas secundárias ou 
terciárias e, por isso, migram com mobilidade aproximadamente proporcional 
a seu tamanho molecular. Como será visto mais adiante, a eletroforese é utili- 
zada de maneira similar para separar as proteinas de acordo com seu tamanho. 


As endonucleases de restrição clivam as 
moléculas de DNA em sítios específicos 


As moléculas de DNA que ocorrem naturalmente são, em geral, longas demais 
e não podem ser facilmente manipuladas ou analisadas em laboratório. Por 
exemplo, os cromossomos são moléculas únicas de DNA extremamente longas 
que podem conter milhares de genes e mais de 100 Mb de DNA (ver Cap. 8). 
Para estudar genes e sítios individuais no DNA, as longas moléculas de DNA das 
células devem ser clivadas em fragmentos menores que possam ser manipula- 
dos. Isso pode ser feito pelo uso de endonucleases de restrição que clivam 
o DNA em determinados sítios pelo reconhecimento de sequências específicas. 

As enzimas de restrição utilizadas na biologia molecular reconhecem, em 
geral, pequenas sequências-alvo (4 a 8 pb), normalmente palindrômicas, e cli- 
vam em uma posição definida dentro dessas sequências. Assim, considere-se 
uma enzima de restrição amplamente utilizada, a EcoRI, assim denominada 
por ser encontrada em determinadas linhagens de Escherichia coli, e que foi a 
primeira (1) dessas enzimas encontrada nessa espécie. Essa enzima reconhece 
e cliva a sequência 5'-GAATTC-3'. (Como as duas fitas do DNA são comple- 
mentares, é necessário especificar apenas uma fita e sua polaridade para des- 
crever uma sequência de reconhecimento de maneira inequívoca.) 

Essa sequência hexamérica (como qualquer outra) ocorre apenas uma vez 
em cada 4 kb, em média. (Isso acontece porque existem quatro bases possíveis 
que podem ocorrer em uma dada posição dentro de uma sequência de DNA e, 
dessa forma, as chances de encontrar uma determinada sequência de 6 pb es- 
pecífica é 1 em 4º.) Assim, considere-se uma molécula de DNA linear com seis 
cópias da sequência GAATTC: EcoRI poderia clivá-la originando sete fragmen- 
tos com tamanhos que refletem a distribuição dos sítios para a endonuclease 
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FIGURA 7-2 Eletroforese em gel 
de campo pulsado. Esta figura mostra 
o gel de agarose visto de cima, com uma 
série de canaletas de amostras na parte 
superior do gel. A e B representam dois 
conjuntos de eletrodos. Estes são liga- 
dos e desligados de maneira alternada, 
como descrito no texto. Quando A está 
ligado, o DNA migra em direção à porção 
inferior do canto direito do gel, onde o 
ânodo desse par está situado. Quando A 
é desligado e B é ligado, o DNA desloca- 
-se em direção à porção inferior do canto 
esquerdo. As setas mostram, assim, o tra- 
jeto percorrido pelo DNA à medida que a 
eletroforese prossegue. (Adaptada, com 
permissão, de Sambrook J. e Russel D.W. 
2001. Molecular cloning: A laboratory 
manual, 3rd ed, Fig. 5-7. © Cold Spring 
Harbor Laboratory Press.) 
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FIGURA 7-3  Digestão de um frag- 
mento de DNA com a endonuclea- 
se EcoRI. A parte superior mostra uma 
molécula de DNA e as posições em que 
ocorre a clivagem por EcoRI. Quando a 
molécula digerida com essa enzima é sub- 
metida à eletroforese em gel de agarose, 
é observado o padrão de bandas apresen- 
tado. 
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FIGURA 7-4 Sequências de reco- 
nhecimento e sitios de clivagem de 
várias endonucleases. Como ilustrado 
na figura, além de reconhecer diferentes 
sítios-alvo, as diferentes endonucleases 
também civam em diferentes posições 
deniro desses sítios. Portanto, podem 
ser geradas moléculas com extremidades 
cegas (blunt ends), ou com extremidades 
coesivas 5' ou 3’, 
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nesta molécula. A submissão de um DNA clivado com EcoRI à eletroforese 
separa os sete fragmentos um do outro com base em seus diferentes tamanhos 
(Fig. 7-3). Portanto, no experimento representado, a EcoRI dissecou o DNA 
em fragmentos específicos, cada um deles correspondendo à uma determina- 
da região da molécula. 

Se a mesma molécula de DNA fosse clivada com uma enzima de restri- 
ção diferente - por exemplo, HindIII, que também reconhece um alvo de 
6 pb, mas com uma sequência diferente (5-AAGCTT-3') - a molécula seria 
clivada em posições diferentes e geraria fragmentos de tamanhos diferentes, 
Portanto, o uso de múltiplas enzimas permite isolar diferentes regiões de uma 
molécula de DNA. Isso também permite a identificação de uma determinada 
molécula com base nos padrões característicos gerados quando o DNA é dige- 
rido com diferentes enzimas. 

Outras enzimas de restrição, como Sau3A1 (encontrada na bactéria 
Staphylococcus aureus) reconhecem sequências tetraméricas (5'-GATC-3') e, 
portanto, clivam o DNA com maior frequência, aproximadamente uma vez 
a cada 250 pb. Um outro extremo é NotI, que reconhece a sequência octa- 
mérica 5'-GCGGCCGC-3' e cliva, em média, apenas uma vez a cada 65 kb 
(Tab. 7-1). Cabe salientar que algumas enzimas de restrição são sensíveis à 
metilação. Ou seja, a metilação de uma base (ou bases) dentro de uma se- 
quência de reconhecimento inibe a atividade da enzima no sítio. 

As enzimas de restrição diferem não apenas em sua especificidade e ex- 
tensão das sequências de reconhecimento, mas também na natureza das 
extremidades de DNA que elas originam. Portanto, algumas enzimas, como 
Hpal, geram extremidades “cegas” (blunt); outras, como EcoRI, HindIII e PstI, 

extremidades coesivas (Fig. 7-4). Por exemplo, EcoRI cliva as ligações 
covalentes (fosfodiéster) entre G e A em posições alternadas em cada fita. As 
ligações de hidrogênio dos 4 pb entre esses sítios de clivagem são facilmente 


TABELA 7-1 Algumas endonucleases de restrição e suas sequências de 
reconhecimento 


Enzima Sequência Frequência de clivagem” 
Sau3A1 5'-GATC-3' 0,25 kb 

EcoRI 5'-GAATTC-3' akb 

Noti 5'-GCGGCCGC-3' 65kb 


“Frequência = 1/40, em que n é o número de pares de bases da sequência de reconhecimento. 
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rompidas, gerando extremidades 5' coesivas, com 4 nucleotídeos de extensão 
(Fig. 7-5). Observa-se que essas extremidades são complementares entre si. 
Elas são denominadas “coesivas”, porque se anelam facilmente umas com as 
outras ou com outras moléculas de DNA clivadas com a mesma enzima, por 
pareamento de bases. Essa propriedade é extremamente importante e será 
considerada quando for discutida a clonagem de DNA. 


A hibridização de DNA pode ser utilizada para 
identificação de moléculas de DNA específicas 


Como foi visto no Capítulo 4, a capacidade de um DNA desnaturado de rea- 
nelar (i.e., restaurar os pares de bases entre as fitas complementares) permite 
a formação de moléculas híbridas quando segmentos de DNA desnaturados, 
homólogos e com origens diferentes são misturados sob condições apropria- 
das de força iônica e temperatura. Esse processo de pareamento entre polinu- 
cleotídeos complementares de fita-simples é conhecido como hibridização. 

Muitas técnicas baseiam-se na especificidade de hibridização entre duas 
moléculas de DNA com sequências complementares. Por exemplo, essa pro- 
priedade é a base para a identificação de sequências específicas presentes em 
misturas complexas de ácidos nucleicos. Nesse caso, uma das moléculas é uma 
sonda com sequência definida - um fragmento purificado ou uma molécula 
de DNA sintetizada quimicamente. A sonda é utilizada para procurar molécu- 
las que contenham uma sequência complementar a ela em misturas de ácidos 
nucleicos. A sonda de DNA deve ser marcada para facilitar sua localização, uma 
vez que ela tenha encontrado sua sequência-alvo. Em geral, a mistura na qual a 
sonda procurou seu complementar é separada por tamanho em um gel ou dis- 
tribuída como uma biblioteca em diferentes colônias (ver discussão a seguir). 

Existem dois métodos básicos para a marcação de DNA. O primeiro en- 
volve a adição de uma marcação a uma das extremidades de uma molécula de 
DNA intacta. Assim, por exemplo, a enzima polinucleotídeo quinase adiciona 
o fosfato do ATP a um grupo S'-OH do DNA. Se esse fosfato for radioativo, 
esse processo marca a molécula de DNA para a qual ele foi transferido. 

O outro método (por incorporação) envolve a síntese de um novo DNA 
na presença de um precursor marcado. Essa abordagem é, frequentemente, 
realizada pela utilização da PCR com um precursor marcado, ou mesmo pela 
hibridização de pequenos oligonucleotídeos hexaméricos aleatórios ao DNA, 
e permitindo que a DNA-polimerase os estenda. Os precursores marcados são, 
normalmente, nucleotídeos modificados com uma porção fluorescente ou com 
átomos radioativos. Em geral, a porção fluorescente necessita apenas ser ligada 
à base de um dos quatro nucleotídeos utilizados como precursores para a sínte- 
se de DNA (na maioria das vezes, cerca de 25% de marcação é suficiente). 

O DNA marcado com os precursores fluorescentes pode ser detectado pela 
irradiação da amostra de DNA com luz UV de comprimento de onda apro- 
priado e pelo monitoramento da luz emitida em resposta (com comprimento 
de onda mais longo). Os precursores radioativamente marcados geralmente 
possuem “P ou *S incorporados no «fosfato de um dos quatro nucleotídeos. 
Esse fosfato é retido no produto de DNA (ver Cap. 9). O DNA radioativo pode 
ser detectado pela exposição da amostra de interesse a um filme de raios X ou 
por fotomultiplicadores, que emitem luz em resposta à excitação pelas partí- 
culas B emitidas a partir dos isótopos “P ou “s. 

Existem muitas formas de uso da hibridização para a identificação de 
fragmentos específicos de DNA ou RNA. As duas mais comuns serão poste- 
riormente descritas. 


Sondas de hibridização podem identificar segmentos 
de DNA e RNA separados por eletroforese 


Muitas vezes, é desejável o monitoramento da abundância ou do tamanho de 
uma molécula de DNA ou RNA particular em uma população de muitas ou- 
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FIGURA 7-5 Clivagem de um sítio 
de EcoRI. A EcoRI cliva as duas fitas em 
seu sítio de reconhecimento, originando 
extremidades 5" soltas. Estas são cha- 
madas de extremidades "coesivas” — elas 
aderem rapidamente a outras moléculas 
clivadas com a mesma enzima porque 
fornecem extremidades de fita simples 
complementares que se unem pelo parea- 
mento de bases. 
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FIGURA 7-6 Southern blot. Frag- 
mentos de DNA, gerados pela digestão de 
uma molécula de DNA por uma enzima 
de restrição, são submetidos à corrida 
em um gel de agarose, Uma vez corados, 
observa-se um padrão de fragmentos. 
Quando transferidos para uma membrana 
e sondados com um fragmento de DNA 
homólogo a apenas uma sequência na 
molécula digerida, observa-se uma única 
banda, correspondente à posição do frag- 
mento contendo a sequência no gel. 


tras moléculas similares. Por exemplo, isso pode ser útil quando se determina 
a quantidade de um mRNA específico expresso em dois tipos celulares dife- 
rentes ou o comprimento de um fragmento de restrição que contém o gene 
que se deseja estudar. Esse tipo de informação pode ser obtido por meio de 
métodos de marcação que localizam ácidos nucleicos específicos depois que 
eles tiverem sido separados por eletroforese. 

Suponha-se que o genoma de levedura foi clivado com a enzima de restri- 
ção EcoRI e que se deseja conhecer o tamanho do fragmento que contém um 
determinado gene de interesse. Quando corados com brometo de etídeo, os mi- 
Ihares de fragmentos de DNA gerados pela clivagem do genoma de levedura são 
tão numerosos que não podem ser resolvidos em bandas visíveis e separadas, 
e formam um padrão que se assemelha a um arraste, centralizado em torno de 
4kb. A técnica de hibridização de Southern blot (assim chamada em home- 
nagem ao seu inventor, Edward Southern) permite a identificação, dentro desse 
arraste, do tamanho do fragmento específico que contém o gene de interesse. 

Nesse procedimento, o DNA clivado e separado por eletroforese em gel é 
imerso em solução alcalina para desnaturar os fragmentos de DNA de dupla- 
fita. Esses fragmentos são, então, transferidos para uma membrana positiva- 
mente carregada à qual aderem, criando uma impressão ou “carimbo” (blot) 
do gel. Durante o processo de transferência, os fragmentos de DNA são liga- 
dos à membrana em posições equivalentes às que eles assumiram no gel após 
a eletroforese. Depois que os DNAs de interesse são ligados à membrana, a 
membrana carregada é incubada com uma mistura de fragmentos de DNA 
não específicos para saturar todos os sítios de ligação remanescentes na mem- 
brana. Como o DNA nessa mistura é distribuído aleatoriamente na membra- 
na e, se escolhido adequadamente, não terá a sequência de interesse (p. €x., 
DNA de um organismo diferente da da sonda de DNA), ele não irá interferir 
na detecção subsequente de um gene específico. 

O DNA ligado à membrana é, então, incubado com a sonda de DNA con- 
tendo uma sequência complementar a uma sequência interna ao gene de in- 
teresse. Como todos os sítios de ligação não específicos da membrana estão 
ocupados por DNA não relacionado, a única maneira que a sonda de DNA tem 
para se associar à membrana é por hibridização a qualquer DNA complemen- 
tar presente na membrana. Essa sondagem é feita sob condições de concentra- 
ção salina e temperatura próximas às condições de desnaturação e renaturação 
dos ácidos nucleicos. Sob essas condições, a sonda de DNA somente hibridiza- 
rá firmemente ao seu complemento exato. Frequentemente, a sonda de DNA 
está em excesso, comparado ao alvo imobilizado na membrana, favorecendo 
a hibridização, em vez do reanelamento do DNA desnaturado. Além disso, a 
imobilização do DNA desnaturado na membrana tende a interferir na rena- 
turação. O local onde a sonda hibridiza na membrana pode ser detectado por 
diferentes tipos de filmes ou outros métodos que sejam sensíveis à luz ou aos 
elétrons emitidos pelo DNA marcado. Quando, por exemplo, uma sonda de 
DNA radiomarcada é usada e um filme de raios X é exposto à membrana e de- 
pois revelado, é produzida uma autorradiografia, na qual o padrão de ex- 
posição do filme corresponde à posição dos híbridos na membrana (Fig. 7-6). 

Um procedimento semelhante, denominado hibridização de northern 
blot (para distingui-la da hibridização de Southern blot) pode ser utilizado para 
identificar um mRNA específico em uma população de RNAs. Como os mRNAs 
são relativamente curtos (geralmente menores que $ kb), não há a necessidade 
de digestão com enzimas (de qualquer forma, existe um número limitado de 
enzimas específicas que clivam RNA). Exceto por isso, a técnica é absolutamen- 
te similar à descrita para hibridização de Southern blot. Os mRNAs separados 
por eletroforese são transferidos para uma membrana positivamente carregada 
e incubados com a sonda de DNA radioativo. (Neste caso, os híbridos são for- 
mados pelo pareamento de bases entre fitas complementares de RNA e DNA.) 

Um pesquisador pode realizar a hibridização de northern blot para determi- 
nar a quantidade de um mRNA em particular presente em uma amostra, em vez 
de seu tamanho. Essa medida reflete o nível de expressão do gene que codifica o 
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mRNA em questão. Assim, por exemplo, a hibridização de northern blot pode ser 
utilizada para investigar quanto de um determinado tipo específico de mRNA 
está presente em uma célula tratada com um indutor do gene em questão, com- 
parada a uma célula não induzida. Em um outro exemplo, a hibridização de 
northem blot pode ser realizada com o objetivo de comparar os níveis relativos 
de um dado mRNA (e, consequentemente, os níveis de expressão do gene em 
questão) em diferentes tecidos de um organismo. Como esses experimentos são 
realizados com um excesso de sonda de DNA, a quantidade de hibridização está 
relacionada à quantidade de mRNA presente na amostra original, permitindo 
que as quantidades relativas dos mRNAs sejam determinadas. 

Os princípios das hibridizações de Southern blot e northern blot também 
são as bases das análises por microarranjos, consideradas na seção sobre Ge- 
nômica deste capítulo. À disponibilidade de informações sobre sequências 
completas permitiu o desenvolvimento deste experimento de "hibridização 
reversa”, Um microarranjo é construído pela ligação de várias centenas a mi- 
lhares de sequências de DNA conhecidas a uma superfície sólida, geralmente 
uma lâmina de vidro ou plástico (Fig. 7-7). Cada sequência é derivada de um 
gene diferente do organismo em estudo. Ao descrever a análise de microar- 
ranjo, os termos utilizados são o reverso de seu uso nas análises de Southern ou 
northern. Na análise de microarranjos, as sequências fixas não marcadas são 
chamadas de “sondas”, porque estas são as sequências de DNA conhecidas, 
enquanto as sequências-"alvo” são compostas por cDNAs marcados ampli- 
ficados, gerados a partir do RNA total de uma célula ou tecido. Quando as 
sequências-alvo são hibridizadas ao arranjo de sondas de DNA, a intensidade 
do sinal de hibridização a cada espécie de DNA no arranjo é uma medida do 
nível de expressão do gene em questão. 


Isolamento de segmentos específicos de DNA 


A maioria das análises moleculares de genes e de suas funções necessita da 
separação de segmentos de DNA específicos a partir de moléculas de DNA 
muito maiores e de sua amplificação seletiva. O isolamento de uma grande 
quantidade de uma única molécula de DNA pura facilita a análise da informa- 
ção nela codificada. Dessa forma, o DNA pode ser sequenciado e analisado, 
ou pode ser clonado e expresso, permitindo o estudo de seu produto proteico. 

A capacidade de purificar moléculas de DNA específicas em quantidades 
significativas também permite sua manipulação de várias outras maneiras. Por 
exemplo, moléculas de DNA recombinante podem ser criadas e utilizadas para 
alterar a expressão de um determinado gene (p. ex., pela fusão de sua sequên- 
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FIGURA 7-7 Placa de microarran 
jos comparando os padrões de ex- 
pressão em dois tecidos (múscu- 
los e neurônios) de Caenorhabditis 
elegans. Cada circulo da placa contém 
um pequeno segmento de DNA da região 
codificante de um único gene do geno- 
ma de C. elegans. O RNA foi extraído de 
músculos e de neurônios e marcado com 
corantes fluorescentes (vermelho e verde, 
respectivamente), Assim, os círculos ver- 
melhos indicam genes expressos nos mús- 
culos, enquanto os verdes refletem ge- 
nes expressos nos neurônios. Os circulos 
amarelos indicam os genes expressos em 
ambos os tipos celulares. Está claro que as 
duas amostras expressam conjuntos dife- 
rentes de genes, (Cortesia de Stuart Kim, 
Stanford University) 
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cia codificadora a um promotor heterólogo). Alternativamente, sequências de 
DNA purificadas podem ser recombinadas para gerar DNAs que codificam as 
chamadas proteínas de fusão - ou seja, proteínas híbridas formadas por par- 
tes derivadas de diferentes proteínas. As técnicas de clonagem e amplificação 
de DNA por PCR tornaram-se ferramentas essenciais quando se pesquisa o con- 
trole da expressão gênica, a manutenção do genoma e a função das proteínas. 


Clonagem de DNA 


A habilidade para construir moléculas de DNA recombinantes e introduzi- 
-las nas células é chamada de clonagem de DNA. Esse processo geralmente 
envolve um vetor que fornece a informação necessária para propagar o DNA 
clonado na célula hospedeira em divisão. As enzimas de restrição que clivam 
o DNA em sequências específicas e outras enzimas que ligam segmentos de 
DNA clivados são fundamentais para a construção de moléculas de DNA re- 
combinantes. À criação de moléculas de DNA recombinante, que podem ser 
propagadas em um organismo hospedeiro, permite que um determinado in- 
serto de DNA possa ser purificado a partir de outros DNAs e amplificado para 
ser produzido em grandes quantidades. 

No restante desta seção, será descrito como as moléculas de DNA são cli- 
vadas, recombinadas e propagadas. Em seguida, será discutido como podem 
ser produzidas grandes coleções dessas moléculas híbridas, chamadas de bi- 
bliotecas. Em uma biblioteca, um vetor comum contém diversos insertos 
alternativos. Será descrito como as bibliotecas são feitas e como segmentos de 
DNA específicos podem ser identificados e isolados a partir delas. 

Uma vez clivado em fragmentos, o DNA precisa ser inserido em um vetor 
para a sua propagação. Ou seja, o fragmento de DNA deve ser inserido em 
uma segunda molécula de DNA (o vetor) para ser replicado em um organismo 
hospedeiro. Sem dúvida, o organismo hospedeiro mais utilizado para propagar 
o DNA é a bactéria E. coli. Vetores de DNA geralmente têm três características: 


1. Contêm uma origem de replicação, que permite sua replicação indepen- 
dentemente do cromossomo do hospedeiro. (Note que alguns vetores de 
levedura também necessitam de um centrômero.) 


2. Eles contêm uma marca de seleção que permite identificar prontamente 
as células que possuem o vetor (e qualquer DNA ligado a ele). 


3. Eles possuem sítios únicos para uma ou mais enzimas de restrição. Isso 
permite inserir fragmentos de DNA em um ponto definido do vetor, de 
maneira que a inserção não interfira nas duas primeiras funções. 


Os vetores mais comuns são moléculas pequenas (com aproximadamente 
3 kb) de DNA circulares, denominadas plasmídeos. Essas moléculas foram 
originalmente derivadas de moléculas de DNA circulares extracromossômi- 
cas encontradas naturalmente em muitas bactérias e eucariotos unicelulares 
(Apêndice 1). Em muitos casos (embora não em leveduras), esses DNAs contêm 
genes que codificam a resistência a antibióticos. Portanto, plasmídeos de ocor- 
rência natural já possuem duas das características desejadas em um vetor: eles 
podem propagar-se independentemente no hospedeiro, e eles carregam uma 
marca de seleção. Uma vantagem adicional é que esses plasmídeos estão, às 
vezes, presentes em múltiplas cópias por célula. Isso aumenta a quantidade de 
DNA que pode ser isolada de uma população de células. Plasmídeos de ocor- 
rência natural geralmente possuem restrições quanto à quantidade de DNA que 
podem carregar (geralmente limitada a 1-10 kb). Para a clonagem e propagação 
de fragmentos grandes, em geral utilizados em análise genômica e no sequen- 
ciamento de DNA, como será discutido posteriormente, vários construtos de 
vetores artificiais foram criados, como cromossomos artificiais de bactérias e le- 
veduras (BACs e YACs) que podem acomodar de 120 a mais de 500 kb de DNA. 

A inserção de um fragmento de DNA em um vetor é um processo relati- 
vamente simples (Fig. 7-8). Suponha que um vetor plasmidial apresente um 


Capítulo 7 Técnicas de Biologia Molecular 


sítio único de restrição para EcoRI. O vetor é preparado por sua digestão com 
EcoRI, que lineariza o plasmídeo. Como a EcoRI gera extremidades 5' coesi- 
vas que são complementares umas às outras (ver Fig. 7-5), as extremidades 
coesivas são capazes de reanelamento, restaurando a molécula circular com 
duas quebras. O tratamento da molécula circular com a enzima DNA-ligase 
e ATP religará as quebras, regenerando um círculo covalentemente fechado. 
Um DNA-alvo é clivado com uma enzima de restrição, neste caso EcoRI, para 
gerar possíveis insertos de DNA. O vetor de DNA é misturado a um excesso 
de insertos de DNA clivados com EcoRI sob condições que permitem a hibri- 
dização de extremidades coesivas. A DNA-ligase é utilizada, então, para unir 
as extremidades compatíveis dos dois DNAs. Adicionar um excesso de inserto 
de DNA em relação ao DNA do plasmídeo assegura que a maioria dos vetores 
religue com um inserto de DNA incorporado (Fig. 7-8). 

Alguns vetores não apenas permitem o isolamento e a purificação de 
um determinado DNA, mas também controlam a expressão dos genes no 
inserto de DNA. Esses plasmídeos são chamados de vetores de expressão 
e possuem promotores de transcrição, derivados da célula hospedeira, ime- 
diatamente adjacentes ao sítio de inserção. Se a região codificadora de um 
gene (sem o seu promotor) for colocada no sítio de inserção em uma orienta- 
ção apropriada, então o gene inserido será transcrito em mRNA e traduzido 
em proteína pela célula hospedeira. Os vetores de expressão são frequente- 
mente utilizados para expressar genes heterólogos ou mutantes, permitindo 
a análise de suas funções, Eles também podem ser utilizados para produzir 
grandes quantidades de uma proteína para sua posterior purificação. Além 
disso, o promotor em um vetor de expressão pode ser escolhido de tal forma 
que a expressão do inserto seja regulada pela adição de um composto sim- 
ples ao meio de cultura (p. ex., um açúcar ou um aminoácido) (ver Cap. 18 
para uma discussão sobre a regulação transcricional em procariotos). Essa 
habilidade de controlar quando o gene será expresso é especialmente útil se 
o produto do gene for tóxico. 


Um vetor de DNA pode ser introduzido em 
organismos hospedeiros por transformação 


A propagação do vetor com o inserto de DNA requer que essa molécula re- 
combinante seja introduzida em uma célula hospedeira por transformação. 
Como discutido no Capítulo 2, a transformação é o processo pelo qual 
um organismo hospedeiro pode incorporar o DNA do ambiente. Algumas 
bactérias, mas não E. coli, podem fazer isso naturalmente e são chamadas de 
geneticamente competentes. E. coli pode tornar-se competente para rece- 
ber DNA, entretanto, pelo tratamento com íons cálcio. Embora o mecanismo 
exato para a incorporação de DNA não seja conhecido, é provável que os íons 
Ca” mascarem a carga negativa do DNA, permitindo que ele passe através da 
membrana celular. As células de E. coli tratadas com cálcio estão, assim, com- 
petentes para serem transformadas. Um antibiótico para o qual o plasmídeo 
confere resistência é, então, incluído no meio de cultivo para selecionar o 
crescimento de células que tenham incorporado o plasmídeo — essas células 
são chamadas de transformantes. Células contendo o plasmídeo serão ca- 
pazes de crescer na presença do antibiótico, enquanto as que não o possuem, 
não conseguirão. 

A transformação é um processo relativamente ineficiente. Apenas uma 
pequena porcentagem das células tratadas com o DNA conterá o plasmídeo. 
É essa baixa eficiência de transformação que torna necessária a seleção com o 
antibiótico. A ineficiência da transformação também garante que, na maio- 
ria dos casos, cada célula receba apenas uma única molécula de DNA. Essa 
propriedade faz cada célula transformada e sua progênie carregarem uma mo- 
lécula de DNA única. Portanto, a transformação purifica e amplifica efetiva- 
mente uma molécula de DNA a partir de todos os outros DNAs da mistura 
transformante. 
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FIGURA 7-8 Clonagem em um ve- 
tor plasmidial. Um fragmento de DNA, 
gerado pela clivagem com EcoRI, é inse- 
rido em um vetor plasmidial linearizado 
com a mesma enzima, Uma vez ligado 
(ver texto), o plasmídeo recombinante é 
introduzido nas bactérias por transfor- 
mação (ver texto). As células contendo o 
plasmideo podem ser selecionadas pelo 
crescimento em placas de ágar que con- 
têm meio de cultura e o antibiótico para 
o qual o plasmídeo confere resistência 
(Adaptada, com permissão, de Micklos 
DA. e Freyer G.A. 2003. DNA science: 
A first course, 2nd ed., p. 129. © Coid 
Spring Harbor Laboratory Press.) 
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FIGURA 7-9 Construção e sonda- 
gem de uma biblioteca de DNA. Para 
construir a biblioteca, o DNA genômico e 
o DNA do vetor são digeridos com a mes- 
ma enzima de restrição, misturados e in- 
cubados com a DNA-ligase. A coleção ou 
biblioteca de vetores híbridos resultante 
(cada vetor contendo um inserto diferen- 
te do DNA genômico, representado por 
uma cor diferente) é, então, introduzida 
em E. coli e as células são plaqueadas em 
uma membrana colocada sobre o meio 
com ágar. Quando houver colônias cresci- 
das, a membrana será removida da placa 
e preparada para hibridização: as células 
são lisadas, o DNA é desnaturado e a 
membrana será incubada com uma sonda 
marcada. O clone de interesse é identifi- 
cado por autorradiografia. 


Bibliotecas de moléculas de DNA podem 
jinadas por clonagem 


Uma biblioteca de DNA é uma população de vetores idênticos, em que 
cada um contém um inserto de DNA diferente (Fig. 7-9). Para construir uma 
biblioteca de DNA, o DNA-alvo (p. ex., o DNA genômico humano) é digeri- 
do com uma enzima de restrição que origina insertos de diversos tamanhos 
médios, variando de < 100 pb a > 1 Mb (para insertos muito grandes, o DNA 
é parcialmente clivado com a enzima de restrição). O DNA clivado é, então, 
misturado ao vetor apropriado, anteriormente clivado com a mesma enzima 
de restrição e é submetido à ação de ligase. Esse procedimento cria uma gran- 
de coleção de vetores com insertos de DNA diferentes. 

Bibliotecas de diferentes tipos são produzidas utilizando-se insertos de DNA 
de diferentes origens. As mais simples são derivadas do DNA genômico total, 
clivado com uma enzima de restrição; elas são as chamadas bibliotecas ge- 
nômicas. Esse tipo de biblioteca é mais útil quando se deseja DNA para o se- 
quenciamento genômico. Por outro lado, se o objetivo for clonar um fragmento 
de DNA que codifica um determinado gene, uma biblioteca genômica pode ser 
utilizada de maneira eficiente apenas quando o organismo em questão apresenta 
uma quantidade relativamente pequena de DNA não codificador. Esse tipo de 
biblioteca não é adequado para um organismo com um genoma mais complexo, 
porque muitos insertos de DNA não conterão sequências codificadoras. 

Para enriquecer a biblioteca em sequências codificadoras, cria-se uma bi- 
blioteca de cDNA. Isso é feito como demonstrado na Figura 7-10. Em vez de 
iniciar com DNA genômico, mRNAs são convertidos em sequências de DNA. 
O processo que permite essa conversão é chamado de transcrição reversa e 
é realizado por uma DNA-polimerase especial (a transcriptase reversa), capaz de 
sintetizar DNA a partir de um molde de RNA (ver Cap. 12). Quando tratadas com 
a transcriptase reversa, as sequências de mRNA originam cópias de DNA de du- 
pla-fita, chamadas de cDNAs (DNAs complementares). Deste ponto em diante, 
a construção da biblioteca segue a mesma estratégia utilizada para a construção 
de uma biblioteca genômica — os produtos de cDNA e o vetor são tratados com 
a mesma enzima de restrição, e os fragmentos resultantes são ligados ao vetor. 

O isolamento de insertos individuais de uma biblioteca é realizado após 
a transformação de células hospedeiras (na maioria das vezes, de E. coli) com 
a biblioteca inteira. Cada célula transformada contém, em geral, apenas um 
único vetor com seu inserto de DNA associado. Assim, cada célula que se 
propagar após a transformação conterá múltiplas cópias de apenas um dos 
possíveis clones da biblioteca. As colônias produzidas a partir das células con- 
tendo qualquer sequência de interesse clonada podem ser identificadas, e o 
DNA, recuperado. Existem várias maneiras de identificar um DNA clonado. 
Por exemplo, como será descrito a seguir, a hibridização com uma sonda espe- 
cífica de DNA ou RNA pode identificar uma população de células que contém 
um inserto de DNA particular. 


A hibridização pode ser utilizada para identificar 
um clone específico em uma biblioteca de DNA 


Para clonar um gene, é necessário identificar os fragmentos correspondentes 
a esse gene entre todos os clones em uma biblioteca. Isso pode ser realizado 
utilizando-se uma sonda de DNA cuja sequência seja complementar a uma 
porção do gene de interesse. Essa sonda pode ser utilizada para identificar as 
colônias de células transformadas com os clones contendo a região do gene, 
como descrito a seguir. 

O processo pelo qual uma sonda de DNA marcada é utilizada para vascu- 
Ihar uma biblioteca é chamado de hibridização em colônia. Uma biblioteca de 
cDNA típica conterá milhares de insertos diferentes, cada um dentro de um 
vetor comum (ver anteriormente). Após a transformação de uma linhagem 
hospedeira bacteriana apropriada com a biblioteca, as células são distribuídas 
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sobre placas de Petri contendo meio de cultura sólido (normalmente ágar; ver 
Apêndice 1). Cada célula multiplica-se para originar colônias isoladas, e cada 
célula pertencente a uma determinada colônia contém o mesmo vetor e o 
mesmo inserto da biblioteca (existem, geralmente, umas poucas centenas de 
colônias por placa). 

O mesmo tipo de membrana positivamente carregada utilizado nas técni- 
cas de Southern blot e northern blot é, novamente, utilizado para fixar pequenas 
quantidades de DNA para a incubação com a sonda. Neste caso, porções da 
membrana são pressionadas no topo da placa de colônias, e impressões das 
células (incluindo o DNA contido nas células) de cada colônia são feitas na 
membrana (observe que algumas células de cada colônia permanecem na pla- 
ca). Portanto, a membrana retém uma amostra de cada clone de DNA posicio- 
nado na membrana em um padrão que corresponde ao padrão das colônias 
na placa, Isso garante que, uma vez que o clone desejado tenha sido identi- 
ficado pela incubação da membrana com a sonda, a colônia de células que 
contém esse clone pode ser facilmente identificada e o plasmídeo contendo o 
inserto de DNA apropriado pode ser purificado. 

A incubação das membranas com a sonda é realizada da seguinte manei- 
ra: as membranas são tratadas sob condições que lisam as células na própria 
membrana, liberando o DNA, que se liga a essa membrana, na mesma posição 
em que estavam as células que contêm cada DNA. As membranas são, então, 
incubadas com a sonda marcada sob as mesmas condições utilizadas nos ex- 
perimentos de northern blot e Southern blot. 

Como foi mencionado anteriormente e será discutido no Apêndice 1, os 
bacteriófagos (particularmente à) também foram modificados para serem uti- 
lizados como vetores. As bibliotecas construídas utilizando um fago como 
vetor podem ser analisadas de maneira muito semelhante à recém-descrita 
para a triagem em bibliotecas de plasmídeos. A diferença é que são utilizadas 
placas de lise, formadas pela multiplicação do fago nas camadas bacterianas, 
em vez de colônias (ver Apêndice 1). 


Síntese química de sequências de DNA definidas 


Muitos acreditam que a era moderna da biologia molecular foi lançada pelo 
desenvolvimento de métodos para a síntese química de segmentos curtos e 
customizados de DNA fita simples (ssDNA, single-stranded DNA), conhecidos 
como oligonucleotídeos. Os métodos mais comuns de síntese química são 
realizados em suportes sólidos pela utilização de máquinas que automatizam 
o processo, Os precursores utilizados para a adição de nucleotídeos são mo- 
léculas quimicamente protegidas, denominadas fosfoamidinas (Fig. 7-11). 
Nesse caso, o crescimento da cadeia de DNA ocorre pela adição à extremidade 
5' da molécula, ao contrário da direção de crescimento da cadeia utilizada 
pela DNA-polimerase (ver Cap. 9). 

A síntese química de moléculas de DNA com 10 a 100 bases de com- 
primento é eficiente e precisa. Este é um procedimento de rotina: um pes- 
quisador pode simplesmente programar um sintetizador de DNA para pro- 
duzir qualquer sequência desejada pela digitação da sequência de bases em 
um computador que controla a máquina. Porém, à medida que a molécula 
sintética fica mais longa, o produto final é menos uniforme, devido às falhas 
inerentes que ocorrem durante os ciclos do processo. Assim, moléculas maio- 
res do que 100 nucleotídeos são difíceis de ser sintetizadas na quantidade e 
com a precisão necessárias para a maioria das análises moleculares. 

Entretanto, as moléculas de ssDNA relativamente curtas, que podem ser 
facilmente sintetizadas, servem muito bem a diversos propósitos. Por exem- 
plo, um oligonucleotídeo sintético, contendo um malpareamento em relação 
a um segmento de DNA clonado, pode ser utilizado para gerar uma mutação 
direcionada no DNA clonado. Este método, chamado de mutagênese sítio- 
-dirigida, é realizado da seguinte forma: o oligonucleotídeo é hibridizado ao 
fragmento de DNA clonado e utilizado para iniciar a síntese de DNA (um ini- 
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FIGURA 7-10 Construção de uma 
biblioteca de cDNA. A transcriptase 
reversa (RT), uma DNA-polimerase de- 
pendente de RNA, copia o RNA em DNA 
(complementar, ou cDNA). Na primeira 
etapa (sintese da primeira fita), os oli- 
gonucleotideos com sequência poli(T) 
servem como iniciadores (primers), hibri- 
dizando-se às caudas poi(A) dos mRNAs. 
(Bibliotecas de cDNA são feitas geralmente 
a partir de células eucarióticas cujo mRNA 
possui cauda de pol(A) em sua exiremida- 
de 3'; ver Cap. 19.) A transcriptase reversa 
estende o iniciador oligo dT e completa 
uma cópia de DNA a partir do mRNA- 
-molde. O produto é um dúplex composto 
por uma fita de mRNA e sua fita comple- 
mentar de DNA. A fita de RNA é removida 
pelo tratamento com um agente básico 
(NaOH), e o DNA de fita simples rema- 
nescente serve, agora, como molde para 
a segunda etapa (síntese da segunda fita). 
Pequenas sequências aleatórias de DNA, 
normalmente com ~6 pb de comprimen- 
to (chamados de hexâmeros ou iniciado- 
res randômicos), servem como iniciadores, 
porque se hibridizam a várias sequências 
ao longo da cópia de DNA-molde. Esses 
iniciadores são, então, estendidos pela 
DNA-polimerase, originando produtos de 
DNA dupia-fita que podem ser clonados 
em um vetor plasmidial (ver Fig. 7-8) para 
produzir uma biblioteca de cDNA. 
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FIGURA 7-11 Fosforamidita pro- 
tonada. Como mostrado, o grupo 
5'-hidroxila é bloqueado pela adição de 
“um grupo de dimetoxitritil (MT) protetor. 


ciador), utilizando o DNA clonado como molde. Dessa maneira, é sintetizada 
uma molécula de dupla-fita com um malpareamento. As duas fitas são, então, 
separadas e a fita contendo a alteração desejada é adicionalmente amplificada. 

Oligonucleotídeos customizados podem ser utilizados dessa maneira para 
introduzir sequências de reconhecimento para enzimas de restrição, que po- 
dem ser utilizadas para criar vários DNAs recombinantes, como fusões entre 
as regiões codificadoras de dois genes diferentes ou a fusão de um promotor 
de um gene com a região codificadora de outro. Alternativamente, mutações 
introduzidas podem alterar a sequência que codifica um determinado amino- 
ácido em um gene. Comparando as propriedades da proteína mutante resul- 
tante com a proteina selvagem, os pesquisadores podem testar a importância 
deste aminoácido específico para a função da proteina. 

Além disso, os oligonucleotídeos sintéticos são fundamentais na PCR, 
descrita a seguir, e são um componente indispensável nas estratégias de se- 
quenciamento de DNA que será descrito mais tarde. Dessa maneira, um aspec- 
to fundamental, comum no planejamento dos experimentos para construção 
de novos clones moleculares de genes, para detecção de DNAs específicos, 
para amplificar DNAs e para sequenciar DNAs, é o desenho e a síntese de oli- 
gonucleotídeos sintéticos de ssDNA contendo a sequência desejada. 


A reação em cadeia da polimerase amplifica segmentos de 
DNA por ciclos repetidos de replicação de DNA in vitro 


Um método eficaz para amplificação de segmentos específicos de DNA, dis- 
tinto da clonagem e propagação no interior de uma célula hospedeira, é a 
reação em cadeia da polimerase (PCR). Esse procedimento é realizado 
inteiramente de forma bioquímica, ou seja, in vitro. A PCR utiliza a enzima 
DNA-polimerase, responsável pela síntese de DNA a partir de substratos de de- 
soxinucleotídeos sobre um molde de DNA de fita simples. Como será visto no 
Capítulo 9, a DNA-polimerase adiciona nucleotídeos à extremidade 3 de um 
oligonucleotídeo customizado quando ele está anelado a um molde de DNA 
maior. Assim, o anelamento de um oligonucleotídeo sintético a um molde de 
fita simples que contenha uma região complementar ao oligonucleotídeo, na 
presença de DNA-polimerase, pode iniciar a reação pela extensão da extremi- 
dade 3' do iniciador, gerando uma região estendida de DNA dupla-fita. 

Como essa enzima e a reação são exploradas para amplificar sequências es- 
pecíficas de DNA? Dois oligonucleotídeos sintéticos, de fita simples, são sinte- 
tizados. Um deles tem a sequência complementar à extremidade 5’ de uma das 
fitas do DNA a ser amplificado, e o outro é complementar à extremidade 5' da 
outra fita (Fig. 7-12). O DNA a ser amplificado é, então, desnaturado e os oli- 
gonucleotídeos são anelados às suas sequências-alvo. Neste momento, a DNA- 
«polimerase e os substratos de desoxinucleotídeos são adicionados à reação, e 
a enzima estende os dois iniciadores, Essa reação produz DNA dupla-fita sobre 
a região de interesse em ambas as fitas de DNA. Assim, neste primeiro ciclo da 
PCR, são produzidas cópias de dupla-fita dos fragmentos iniciais de DNA. 

A seguir, o DNA é submetido a outra rodada de desnaturação e síntese 
de DNA usando os mesmos iniciadores. (Observa-se que apenas a sequência 
entre os iniciadores é, de fato, precisamente amplificada.) Este processo gera 
quatro cópias do fragmento de interesse. Dessa maneira, ciclos adicionais re- 
petidos de desnaturação e síntese de DNA comandada pelos iniciadores am- 
plificam a região entre os dois iniciadores de maneira geométrica (2, 4, 8, 16, 
32, 64 e assim por diante). Como resultado, um fragmento de DNA original- 
mente presente em pouquíssima quantidade é amplificado a uma quantidade 
relativamente grande de DNA dupla-fita (ver Fig. 7-12; Quadro 7-1, Análise 
forense e a reação em cadeia da polimerase). De fato, após 20 a 30 ciclos de 
PCR, uma sequência de DNA que é indetectável dentre milhões de outras 
(p. ex., uma sequência no genoma humano inteiro) pode ser prontamente 
identificada como uma única banda em um gel de agarose. 
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FIGURA 7-12 Reação em cadeia da poli- 
merase (PCR). Na primeira etapa da PCR, o DNA- 
-molde é desnaturado por calor e anelado a oli- 
gonucieotídeos iniciadores sintéticos (em cor de 
laranja-escuro e verde-escuro), correspondentes 
aos limites da sequência de DNA a ser amplificada, 
A seguir, a DNA-polimerase é utilizada para copiar 
o molde de fita simples peta extensão a partir dos 
iniciadores (cor de laranja-ciaro e verde-ciaro). Na 
próxima etapa, o DNA é novamente desnaturado, 
anelado aos iniciadores e utilizado como molde 
para um novo ciclo de síntese de DNA, Obsena- 
-se que, neste segundo ciclo, os iniciadores podem 
iniciar a síntese a partir das fitas de DNA recém-sin- 
tetizadas no ciclo anterior, bem como a partir do 
DNA-molde original, Quando a DNA-polimerase 
estende o iniciador marcado em verde que anelou 
na fita-molde recém-sintetizada (marcada em cor 
de laranja) a partir do ciclo de sintese de DNA an- 
terior (ou o iniciador marcado em cor de laranja no 
molde marcado em verde), a polimerase prossegue 
por toda a extensão até o fim do molde e, então, 
desconecta-se (na figura [parte inferior), a polime- 
rase ainda não alcançou o fim dos moldes), Assim, 
neste segundo ciclo, o DNA que será sintetizado 
é o que cobre precisamente a sequência de DNA 
a ser amplificada. A seguir, ciclos adicionais de 
desnaturação, anelamento e síntese de DNA (não 
mostrados) produzirão segmentos de DNA que 
correspondem ao intervalo de sequência delimita- 
do pelos dois iniciadores. Esse DNA aumentará em 
abundância seguindo uma progressão geométrica 
a cada ciclo subsequente de reação de cadeia. 


Será visto, a seguir, como as sequências de nucleotídeos são determinadas. 
Primeiramente, serão descritos métodos “clássicos” de sequenciamento de 
DNA que foram utilizados para determinar a sequência de nucleotídeos de 
genes individuais. Em seguida, será discutido como este método foi automati- 
zado para o sequenciamento de genomas inteiros. Finalmente, serão conside- 
rados métodos de sequenciamento de “última geração” (next-generation) que 


são utilizados atualmente para gerar genomas personalizados. 


Hoje, é possível determinar a sequência inteira de nucleotídeos de um 
genoma, como foi feito para organismos que variam em complexidade, desde 
bactérias até o ser humano. Isso permite que sejam encontradas sequências 
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FIGURA 7-12 Reação em cadeia da poli- 
merase (PCR). Na primeira etapa da PCR, o DNA- 
-molde é desnaturado por calor e anelado a oli- 
gonucieotídeos iniciadores sintéticos (em cor de 
laranja-escuro e verde-escuro), correspondentes 
aos limites da sequência de DNA a ser amplificada, 
A seguir, a DNA-polimerase é utilizada para copiar 
o molde de fita simples peta extensão a partir dos 
iniciadores (cor de laranja-ciaro e verde-ciaro). Na 
próxima etapa, o DNA é novamente desnaturado, 
anelado aos iniciadores e utilizado como molde 
para um novo ciclo de síntese de DNA, Obsena- 
-se que, neste segundo ciclo, os iniciadores podem 
iniciar a síntese a partir das fitas de DNA recém-sin- 
tetizadas no ciclo anterior, bem como a partir do 
DNA-molde original, Quando a DNA-polimerase 
estende o iniciador marcado em verde que anelou 
na fita-molde recém-sintetizada (marcada em cor 
de laranja) a partir do ciclo de sintese de DNA an- 
terior (ou o iniciador marcado em cor de laranja no 
molde marcado em verde), a polimerase prossegue 
por toda a extensão até o fim do molde e, então, 
desconecta-se (na figura [parte inferior), a polime- 
rase ainda não alcançou o fim dos moldes), Assim, 
neste segundo ciclo, o DNA que será sintetizado 
é o que cobre precisamente a sequência de DNA 
a ser amplificada. A seguir, ciclos adicionais de 
desnaturação, anelamento e síntese de DNA (não 
mostrados) produzirão segmentos de DNA que 
correspondem ao intervalo de sequência delimita- 
do pelos dois iniciadores. Esse DNA aumentará em 
abundância seguindo uma progressão geométrica 
a cada ciclo subsequente de reação de cadeia. 


Será visto, a seguir, como as sequências de nucleotídeos são determinadas. 
Primeiramente, serão descritos métodos “clássicos” de sequenciamento de 
DNA que foram utilizados para determinar a sequência de nucleotídeos de 
genes individuais. Em seguida, será discutido como este método foi automati- 
zado para o sequenciamento de genomas inteiros. Finalmente, serão conside- 
rados métodos de sequenciamento de “última geração” (next-generation) que 


são utilizados atualmente para gerar genomas personalizados. 


Hoje, é possível determinar a sequência inteira de nucleotídeos de um 
genoma, como foi feito para organismos que variam em complexidade, desde 
bactérias até o ser humano. Isso permite que sejam encontradas sequências 
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ro 7-1 Análise forense e a reação em cadeia da polimerase 


Imagine que você está em um laboratório forense e tem uma 
amostra de DNA de um suposto criminoso. Você deseja de- 
terminar se o DNA do suspeito contém um polimorfismo pre- 
sente no DNA encontrado na cena do crime. Os polimorfis- 
mos são sequências alternativas de DNA (alelos) encontrados 
em uma população de organismos, em uma região comum 
de cromossomos homólogos, como um gene. Um polimor- 
fismo pode ser simples, com diferença de um único par de 
bases no mesmo sítio do cromossomo entre membros dife- 
rentes da população, ou mais complexo, com diferenças no 
comprimento de uma sequência nucleotídica repetitiva sim- 
ples, como CA (ver Cap. 9). É preciso amplificar um segmento 
de DNA que inclua o sítio do polimorfismo, de forma que 
se possa submetê-lo ao sequenciamento (discutido a seguir) 
e determinar se existe uma correlação com a sequência en- 


contrada na cena do crime. A sequência de nucleotídeos do 
DNA amplificado auxilia a determinar (juntamente com veri- 
ficações de polimorfismos adicionais) se as duas amostras de 
DNA são idênticas. Esta abordagem para definir a sequência 
de DNA é chamada de "perfil de DNA" ou "fingerprinting de 
DNA", uma analogia entre a identificação que utiliza DNA e 
a identificação que utiliza técnicas convencionais de impres- 
sões digitais (fingerprints). O perfil de DNA foi primeiramente 
utilizado em 1985 (nos Estados Unidos, o FBI [Federal Bureau 
of Investigation] começou a usar a técnica em 1988) e desde 
então se tornou amplamente utilizado na análise de evidên- 
cias de cenas de crime, tanto para condenar como para ino- 
centar indivíduos suspeitos (ver, p. ex., The Innocence Project; 
wwwiinnocenceproject.org). 


FIGURA 7-13  Didesoxinucleoti- 
deos utilizados no sequenciamento 
de DNA. O 2'-desoxi ATP está mostrado à 
esquerda. Esse nucleotídeo pode ser incor- 
porado em uma cadeia crescente de DNA 
e permite a incorporação subsequente 
de um outro nucleotídeo. À direita, está 
2',3'-didesoxi ATP. Esse nucieotídeo pode 
ser incorporado em uma cadeia crescente 
de DNA, mas, uma vez incorporado, im- 
pede a adição de outros nucleotídeos à 
mesma cadeia 


específicas com grande rapidez e precisão (como será discutido posteriormen- 
te neste capítulo). 

O princípio básico do sequenciamento de DNA consiste na separação, por 
tamanho, de subconjuntos de moléculas de DNA. Cada uma dessas moléculas de 
DNA inicia em uma mesma extremidade 5' comum e termina em um de vários 
pontos finais alternativos em 3’. Todos os membros de um determinado con- 
junto apresentam um tipo particular de base em suas extremidades 3º. Assim, 
para um mesmo subconjunto, todas as moléculas terminarão com um G, para 
outro com C, para um terceiro com A e para o subconjunto final com um T. As 
moléculas produzidas em um determinado conjunto (p. ex., o conjunto de G) 
variam em comprimento, dependendo de onde um G especial é incorporado na 
extremidade 3' da sequência. Cada segmento deste conjunto, portanto, indica 
onde há um G na molécula de DNA a partir da qual eles foram gerados. Como 
esses fragmentos são gerados será explicado a seguir (e ilustrado na Fig. 7-15). 

O procedimento mais comumente utilizado, que emprega nucleotídeos 
terminadores de cadeia e síntese de DNA in vitro, é a base para a automati- 
zação original do sequenciamento de DNA. No método de terminação de ca- 
deia, o DNA é sintetizado pela DNA-polimerase a partir de um molde de DNA, 
e iniciado a partir de uma posição fixa, especificada por um oligonucleotídeo 
iniciador. A DNA-polimerase usa 2'-desoxinucleotídeos trifosfatos como subs- 
tratos para a síntese de DNA, e esta ocorre pela extensão da extremidade 3', 
(O método de terminação de cadeia baseia-se nos princípios da síntese enzimá- 
tica de DNA, discutida no Cap. 9.) O método de terminação de cadeia emprega 
substratos especiais modificados, os 2',3'-didesoxinucleotídeos (ddNTPs), que 
não possuem o grupo 3'-hidroxila na sua porção açúcar, além de não possuírem 
o grupo 2'-hidroxila (Fig. 7-13). A DNA-polimerase é capaz de incorporar um 
2',3-didesoxinucleotídeo na extremidade 3' de uma cadeia polinucleotídica 
em crescimento, mas, uma vez incorporado, a ausência do grupo 3'-hidroxila 
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impede a adição de novos nucleotídeos, o que provoca o término do alonga- 
mento (Fig. 7-14). 

Suponha, agora, que foi adicionado um coquetel de substratos de nucleo- 
tídeos com um único substrato modificado 2',3'-didesoxiguanosina trifosfato 
(ddGTP) em uma proporção de uma molécula de ddGTP para 100 moléculas 
de 2'-desoxi-GTP (dGTP). Isso faz a síntese de DNA ser interrompida a uma fre- 
quência de 1:100 vezes que a DNA-polimerase encontra um C na fita-molde (Fig. 
7-15a). Como todas as cadeias de DNA iniciam o crescimento a partir do mesmo 
ponto, os nucleotídeos terminadores de cadeia gerarão um subconjunto de frag- 
mentos polinucleotídicos, todos compartilhando a mesma extremidade 5', mas 
diferindo nos comprimentos pelas suas extremidades 3'. O comprimento dos 
fragmentos, portanto, especifica a posição de Cs na fita-molde. Os fragmentos 
podem ser marcados em suas extremidades 5' pelo uso de um iniciador radioa- 
tivamente marcado ou por um iniciador que foi ligado a um aduto fluorescente, 
ou em suas extremidades 3' com derivados de ddGTP fluorescentemente marca- 
dos. Após uma eletroforese em gel de poliacrilamida, o conjunto de fragmentos 
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FIGURA 7-15 Sequenciamento de DNA pelo método de terminação de cadeia. Como 
descrito no texto, cadeias de diferentes comprimentos são sintetizadas na presença de didesox- 
nucieotídeos. O comprimento das cadeias produzidas depende da sequência do DNA-mode, e de 
qual didesoxinucleotídeo está incluído na reação. (a, parte superior) Sequência do molde. Nesta 
reação, todas as bases estão presentes como desaxinucieatídeas, mas G está presente também na 
forma didesox. Assim, quando a cadeia que está sendo alongada alcança um C no molde, ela adi- 
cionará, em uma pequena fração de moléculas, o ddGTP em vez do dGTP. Nestes casos, as cadeias 
terminarão neste ponto, (b) Fragmentos separados em gel de poliacrilamida. O comprimento dos 
fragmentos vistos no gel revela as posições de citosinas no DNA-moide que está sendo sequencia- 
do na reação descrita. 


FIGURA 7-14 Terminação de ca- 
deia na presença de didesoxinucleo- 
tídeos. A ilustração na parte superior 
mostra uma cadeia de DNA sendo esten- 
dida na extremidade 3º pela adição de um 
nucleotídeo de adenina em um nucleot- 
deo de citosina previamente incorporado. 
A presença de didesoxicitosina na cadeia 
em crescimento (ilustração na parte in- 
terior) bloqueia uma nova adição de nu- 
cleotídeos, terminando a cadeia, como 
descrito no texto, 
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FIGURA 7-16 Gel de sequencia- 
mento de DNA. Os comprimentos das 
cadeias de DNA, terminadas pelos dide- 
soxinucieotídeos indicados na parte supe- 
rior de cada linha, são determinados pela 
migração em gel de poliacrilamída, como 
mostrado. A leitura do gel, de baixo para 
cima, revela a sequência de 5' para 3º, 


gera um padrão semelhante a uma escada de bandas, cada degrau representan- 
do um C na fita-molde (Fig. 7-15b). Se, de forma semelhante, ddCTP, ddATP e 
ddTTP forem adicionados às reações de síntese de DNA, um a cada subconjunto 
de reação, então, no total, serão gerados quatro conjuntos de fragmentos de 
término, que, juntos, fornecerão a sequência completa de nucleotídeos do DNA. 
Para permitir a leitura da sequência, os fragmentos gerados em cada uma das 
quatro reações são resolvidos em gel de poliacrilamida (Fig. 7-16). 

Como será visto a seguir, essa abordagem conceitualmente simples, de- 
senvolvida inicialmente para sequenciar pequenos fragmentos de DNA defi- 
nidos, sofreu uma série de adaptações e aperfeiçoamentos técnicos, que per- 
mitiram a análise de genomas inteiros (ver Quadro 7-2, Os sequenciadores são 
utilizados para o sequenciamento em larga escala). 


Sequenciamento de um genoma bacteriano 
pelo método de shotgun 


A bactéria Haemophilus influenzae foi o primeiro organismo de vida livre a ter 
sua sequência genômica determinada de forma completa e anotada. Foi uma 
escolha lógica, uma vez que essa bactéria tem um genoma compacto e peque- 
no, formado por apenas 1,8 milhão de pares de bases (Mb) de DNA (menos 
de 1:1.000º do tamanho do genoma humano). O genoma de H. influenzae foi 
digerido em vários fragmentos aleatórios com tamanho médio de 1 kb. Essas 
porções de DNA genômico foram clonados em um vetor de DNA plasmidial 
para criar uma biblioteca. O DNA foi preparado a partir de colônias de DNA 
recombinantes individuais e sequenciado separadamente em Sequenciadores, 
utilizando-se o método dos terminadores, discutido anteriormente neste ca- 
pítulo. Esse método é chamado de sequenciamento por “shotgun”. Colônias 
aleatórias de DNA recombinante são coletadas, processadas e sequenciadas. 
Para assegurar que cada nucleotídeo do genoma foi incluído na organização 
final do genoma, algo em torno de 30 mil a 40 mil clones recombinantes se- 
parados foram sequenciados. No total, cerca de 20 Mb de sequência genômica 
bruta foram sequenciadas (600 pb de sequência são obtidos em média por 
reação, e 600 pb X 33.000 colônias diferentes = 20 Mb de sequência de DNA 
total). Essa é chamada de uma cobertura de sequência de 10 x. A princi- 
pio, isso significa que cada nucleotídeo no genoma foi sequenciado 10 vezes. 

Esse método pode parecer enfadonho, mas é consideravelmente mais 
rápido e menos oneroso do que as técnicas originalmente desenvolvidas. 
Uma estratégia inicial necessitava do sequenciamento sistemático de cada 
fragmento de restrição de DNA definido em um mapa físico do cromosso- 
mo bacteriano. Uma desvantagem desse procedimento é que a maioria dos 
fragmentos de restrição conhecidos era maior do que a quantidade de in- 
formação de sequência de DNA que podia ser gerada por uma única reação. 
Consequentemente, seriam necessários ciclos adicionais de digestão, mapea- 
mento e sequenciamento para que fosse obtida uma sequência completa de 
qualquer região determinada do genoma. Estas etapas adicionais de clonagem 
e mapeamento de restrição são consideravelmente mais demoradas do que o 
sequenciamento automatizado repetitivo de fragmentos aleatórios de DNA. 
Em outras palavras, o computador é muito mais rápido na organização das se- 
quências aleatórias do que o tempo necessário para realizar um mapeamento 
de restrição em pequena escala do cromossomo bacteriano. 

As cerca de 30.000 leituras de sequenciamento derivadas de fragmentos 
aleatórios de DNA genômico são diretamente inseridas no computador, e são 
utilizados programas para unir sequências de DNA sobrepostas. Esse processo 
é conceitualmente semelhante à montagem de um gigantesco jogo de palavras 
cruzadas denso no qual as palavras determinadas dão pistas acerca das pala- 
vras sobrepostas, porém, desconhecidas. Os fragmentos aleatórios de DNA são 
“encaixados” de acordo com as sequências que se emparelham. A montagem 
sequencial dessas pequenas sequências de DNA finalmente resulta em uma 
montagem contínua única, também chamada de contig (ver Fig. 7-18). 
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Quadro 7-2 Os sequenciadores são utilizados para o sequenciamento em larga escala 


Quando o sequenciamento do genoma humano foi primeira- 
mente imaginado, parecia ser uma iniciativa desanimadora, 
praticamente sem chance de êxito. Afinal, o genoma humano 
completo consiste em impressionantes 3 bilhões de pares de 
bases (3 x 10°), e os primeiros métodos para a determinação 
da sequência de nucleotídeos, mesmo de pequenos fragmen- 
tos de DNA, eram lentos. Na década de 1980 e no início da 
de 1990, um único pesquisador poderia produzir apenas al- 
gumas centenas de pares de bases, talvez 500 pb, de sequên- 
cia de DNA em um dia ou dois de esforço concentrado. Várias 
inovações tecnológicas aceleraram de forma significativa a 
velocidade e a confiabilidade do sequenciamento de DNA. 

Como descrito na seção anterior, o método de termi- 
nação de cadeia produz subconjuntos de DNA que diferem 
em tamanho por apenas um nucleotídeo. Inicialmente, eram 
necessários longos géis de poliacrilamida para separar esses 
segmentos de DNA (ver Fig. 7-16). Entretanto, nos últimos 
anos, esses géis inconvenientes e de difícil manuseio foram 
substituídos por pequenas colunas, que permitem a resolu- 
ção de DNA em apenas 2 a 3 horas. Essas pequenas colunas 
reutilizáveis permitem o fracionamento de fragmentos de 
DNA de 700 a 800 pb, similar à capacidade dos géis de polia- 
crilamida mais longos que elas substituíram. 

O principal avanço técnico no sequenciamento de DNA 
foi resultado do uso de nucleotídeos terminadores de ca- 
deia fluorescentes. A princípio, é possível marcar cada um 
dos segmentos de DNA de um fragmento com uma única 
“cor”, À cor de cada fragmento de DNA depende da identifi- 
cação do último nucleotídeo. Por exemplo, os DNAs que termi- 
nam com um resíduo de T na posição 50 (e em todas posições 
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terminadas pelo T didesoxi) do DNA-molde são marcados em 
vermelho, enquanto os DNAs que terminam com um residuo 
de G na posição 51 (e em todas posições terminadas pelo G 
didesoxi) poderão ser marcados em preto. Assim, cada seg- 
mento de DNA tem uma única cor e tamanho. À medida que 
eles são fracionados nas colunas de sequenciamento de acor- 
do com o tamanho, sensores fluorescentes detectam a cor de 
cada fragmento de DNA (Quadro 7-2, Fig. 1). Dessa maneira, 
uma única coluna produz de 600 a 800 pb de sequência de 
DNA em menos de 3 horas de separação por tamanho. 

As máquinas de sequenciamento automatizadas - Se- 
quenciadores - foram desenvolvidas com 384 diferentes co- 
lunas de fracionamento. A princípio, essas máquinas podem 
gerar mais de 200.000 nucleotídeos (200 kb) de sequências 
brutas de DNA em poucas horas. Em um dia de 9 horas, cada 
máquina pode produzir três “corridas” de sequenciamento e 
mais de meia megabase (500 kb) de informações de sequên- 
cia. Um conjunto de 100 dessas máquinas poderia gerar o 
equivalente a um genoma humano, 3 x 10" pb, em apenas 2 
meses. Atualmente, há cinco grandes centros de sequencia- 
mento nos Estados Unidos e no Reino Unido. Cada um deles. 
tem grandes conjuntos de máquinas de sequenciamento au- 
tomatizadas. Juntos, esses cinco centros produzem o impres- 
sionante número de 60 x 10º pb de informação de sequên- 
cias brutas de DNA por ano. Isso corresponde ao equivalente 
a 20 genomas humanos por ano! Mas como será visto mais 
tarde, isso é muito pouco quando comparado aos sequen- 
ciadores de última geração que produzem rotineiramente o 
equivalente a um genoma humano completo em uma única 
corrida de apenas algumas horas. 
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TCACTOCCCOCTTTCCAGTCGGGAAACCTOTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGGCAACGCGCGG 


QUADRO 7-2 FIGURA 1 Leitura da sequência de 
DNA. Nesta reação, como descrito no texto, foram uti- 
lizados didesoxinucleotideos marcados nas extremidades 
com fluorescência, e as cadeias foram separadas por cro- 


A estratégia de shotgun permite a montagem 


parcial de grandes sequências genômicas 


matografia em coluna. O perfil das posições de As está 
representado em verde; de Ts, em vermelho; de Gs, em 
preto; e de Cs, em azul. 


Na discussão anterior, viu-se que o sequenciamento de fragmentos de DNA 
curtos, com até 600 pb, é incrivelmente rápido e eficiente. De fato, as máqui- 
nas de sequenciamento automatizadas são tão eficientes que ultrapassam em 
muito a capacidade de montar e anotar a informação de sequências brutas de 
DNA. Em outras palavras, a etapa limitante da velocidade na determinação 
da sequência completa de DNA de genomas complexos, como o genoma hu- 
mano, é a análise dos dados e não a produção dos dados em si. Esse problema 


164 Parte2 Estrutura e Estudo de Macromoléculas 


está se tornando ainda mais grave à medida que os métodos de sequencia- 
mento se tornam mais rápidos e mais poderosos. Hoje é possível gerar infor- 
'mações de sequências de vários bilhões de pares de bases (pares de gigabases, 
Gb) de DNA em uma “corrida” de uma máquina automatizada (ver seção in- 
titulada O genoma humano de US$ 1.000 está ao nosso alcance). Agora, será 
considerado como o método de sequenciamento por shotgun, utilizado para 
determinar a sequência completa do genoma de H. influenzae, foi adaptado 
para genomas animais muito maiores e complexos. 

Um cromossomo humano médio é composto por 150 Mb. Assim, a se- 
quência de DNA de 600 pb fornecida por uma reação de sequenciamento 
normal representa apenas 0,0004% de um cromossomo típico. Consequente- 
mente, para determinar a sequência completa do cromossomo, é necessário 
gerar um grande número de leituras de sequências a partir de vários fragmen- 
tos curtos de DNA (Fig. 7-17). Para que seja atingido esse objetivo, o DNA de 
cada um dos 23 cromossomos humanos que compõem o genoma humano 
é preparado e, então, distribuído em conjuntos ou bibliotecas de pequenos 
fragmentos, através de agulhas pressurizadas de pequeno calibre. A coleção de 
fragmentos pequenos, cada um deles derivado de cromossomos individuais, 
é então reduzida a conjuntos. Em geral, duas ou três bibliotecas são cons- 
truídas para fragmentos de diferentes (crescentes) tamanhos — por exemplo, 
fragmentos de 1, 5 ou 100 kb de comprimento. Esses fragmentos são, então, 
aleatoriamente clonados em plasmídeos bacterianos, como já foi descrito. 

O DNA recombinante, contendo uma porção aleatória de um cromosso- 
mo humano, pode ser rapidamente isolado de plasmídeos bacterianos e, en- 
tão, rapidamente sequenciado, utilizando-se as máquinas de sequenciamento 
automatizadas. Para assegurar que todas as sequências do cromossomo sejam 
lidas, são processados, em média, 2 milhões de fragmentos aleatórios de DNA. 
Com uma média de 600 pb de sequência de DNA por fragmento, esse procedi- 
mento produz mais de 1 bilhão de pares de bases (1 Gb) de dados sequenciais, 
ou aproximadamente 10 vezes a quantidade média de DNA de um cromosso- 
mo normal. Como discutido anteriormente para o sequenciamento do cro- 
mossomo bacteriano, a leitura de 10 vezes a quantidade de sequência de um 
cromossomo garante que todas as porções do cromossomo serão capturadas, 

O processo de produção de bibliotecas recombinantes por shotgun e um 
imenso excesso de leituras de sequenciamento aleatórias de DNA pode parecer 
um desperdício. No entanto, um conjunto de 100 sequenciadores automáticos 
de 384 colunas cada pode gerar uma cobertura de 10X de um cromossomo hu- 
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FIGURA 7-17 Estratégia para a construção e sequenciamento de bibliotecas 
de genomas inteiros. As sequências contiguas são determinadas pelo sequenciamento de 
shotgun de fragmentos curtos de DNA genômico. Os contigs são estendidos pela utilização das 
sequências terminais derivadas de fragmentos maiores nos insertos de 5 kb e 100 kb, como 
descrito no texto. BAC, cromossomo artificial de bactérias, (Adaptada, com permissão, de 
Hartwell L etal. 2003. Genetics: From genes to genomes, 2nd ed, Fig. 10-13. © McGraw-Hill) 
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FIGURA 7-18 Os contigs são unidos pelo sequenciamento das extremidades de 
grandes fragmentos de DNA. Por exemplo, a extremidade de um fragmento aleatório de 
DNA genômico de 100 kb pode conter sequências equivalentes ao contig 1, enquanto a outra 
extremidade equivale a sequências no contig 2. Isso coloca os dois contigs sobre a mesma 
estrutura. (Adaptada, com permissão, de Griffiths AJ.F. et al, 2002. Modern genetics, 2nd ed., 
fig. 9:29b, © W.H. Freeman) 


mano em poucas semanas. Isso é consideravelmente mais rápido do que os mé- 
todos que envolvem o isolamento de regiões conhecidas em um cromossomo 
e o sequenciamento de um conjunto conhecido de fragmentos de DNA que se 
situam lado a lado. Assim, o princípio tecnológico fundamental que facilitou o 
sequenciamento do genoma humano foi a confiabilidade do sequenciamen- 
to automatizado por shotgun e a subsequente utilização de computadores 
para à montagem dos diferentes fragmentos como um quebra-cabeça. A combi- 
nação de máquinas de sequenciamento automatizadas e computadores provou 
ser uma potente estratégia que permitiu a finalização do sequenciamento do 
genoma humano anos antes do prazo originalmente planejado. 

Sofisticados programas de computador foram desenvolvidos para organizar 
as sequências curtas obtidas de sequências aleatórias de DNA de shotgun em 
sequências contínuas maiores, denominadas contigs. As sequências ou “leitu- 
ras” que contêm sequências idênticas são consideradas sobreposições e são reu- 
nidas para formar contigs maiores (Fig. 7-18). Os tamanhos desses contigs de- 
pendem da quantidade de sequências obtidas - quanto maior a quantidade de 
sequências, maior é o contig e menor é a quantidade de lacunas na sequência. 

Contigs individuais são geralmente compostos por 50.000 a 200.000 pb. 
Isso ainda está muito aquém de um cromossomo humano típico. Entretanto, 
esses contigs são úteis para a análise de genomas compactos. Por exemplo, o 
genoma de Drosophila contém, em média, um gene a cada 10 kb, de forma 
que um contig típico contém vários genes ligados. Infelizmente, os genomas 
mais complexos contêm, frequentemente, densidades gênicas muito menores 
(ver Cap. 8). O genoma humano contém, em média, um gene a cada 100 kb, 
de forma que um contig é normalmente insuficiente para acomodar um gene 
inteiro, e muito menos uma série de genes ligados. Será considerado, ago- 
ra, como contigs relativamente curtos são montados, formando estruturas 
maiores, que apresentam de 1 a 2 Mb de comprimento. 


A estratégia de extremidades pareadas permite a 
montagem de longas estruturas genômicas 


Uma limitação importante na produção de contigs longos é a ocorrência de 
DNAs repetitivos (ver Cap. 8). Essas sequências dificultam o processo de mon- 
tagem, uma vez que fragmentos aleatórios de DNA presentes em regiões não 
ligadas de um cromossomo ou genoma podem ser considerados uma sobre- 
posição, devido à presença da mesma sequência de DNA repetitivo. Um mé- 
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FIGURA 7-19 Biblioteca de 
“shotgun' contendo insertos alea- 
tórios de DNA genômico de 5 kb de 
comprimento. Cada poço da placa con- 
tém um inserto diferente. Sequências de 
600 pb de comprimento são determina- 
das para ambas as extremidades de cada 
DNA genômico (coloridos), Estas seguên- 
cias de extremidades pareadas são utiliza- 
das para alinhar diferentes contigs. Neste 
exempio, o fragmento de DNA genômico 
de 5 kb com as sequências em azul con- 
tém sequências correspondentes ao con- 
tig Ae ao contig 8. 
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todo utilizado para superar essa dificuldade é chamado de sequenciamento 
de extremidade pareada. Esta é uma técnica simples que produziu resul- 
tados poderosos (ver Fig. 7-19). 

Além da produção de bibliotecas de DNA por shotgun, compostas por 
fragmentos curtos de DNA, o mesmo DNA genômico é também utilizado para 
produzir bibliotecas de DNA recombinantes, compostas por fragmentos mais 
longos, normalmente com 3 a 100 kb de comprimento. Considere-se uma 
amostra de DNA de um único cromossomo humano. Uma parte do DNA é 
utilizada para produzir fragmentos de 1 kb, enquanto uma outra alíquota 
da mesma amostra é utilizada para produzir fragmentos de 5 kb. O resultado 
final é a construção de duas bibliotecas, uma com insertos pequenos e uma 
segunda com insertos maiores (ver Fig. 7-17). 

Primers iniciadores universais são sintetizados para se anelarem às junções 
entre os plasmídeos e em ambos os lados do maior fragmento clonado. Cada 
sequenciamento produzirá cerca de 600 pb de informação de sequência em 
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cada extremidade do inserto aleatório. É mantido um registro das sequências 
cujas extremidades são derivadas do mesmo fragmento inserido. Uma extremi- 
dade pode ser alinhada a sequências contidas dentro do contig A, enquanto a 
outra extremidade se alinha a um contig diferente, o contig B. Considera-se, 
agora, que os contigs À e B derivam da mesma região do cromossomo, uma vez 
que eles compartilham sequências com um fragmento comum de $ kb. Como 
a maioria das sequências de DNA repetitivo tem menos de 2 ou 3 kb de com- 
primento, as sequências com as “extremidades pareadas” a partir do inserto de 
5 kb são suficientes para cobrir contigs interrompidos por DNAs repetitivos. 

Em geral, esses resultados produzem contigs < 500 kb de comprimento. 
Para obter dados de sequência mais longas, na ordem de várias megabases 
ou mais, é necessário obter dados de sequências de extremidades pareadas a 
partir de longos fragmentos de DNA com pelo menos 100 kb de comprimento. 
Estas podem ser obtidas usando um vetor de clonagem especial chamado de 
BAC (cromossomo artificial de bactérias [bacterial artificial chromosome]) 
que pode acomodar insertos muito grandes, de até centenas de quilobases de 
DNA. O princípio para produzir informação de sequência de longo alcance 
nesses vetores é o mesmo descrito para os insertos de 5 kb. Os iniciadores são 
utilizados para a obtenção de leituras de 600 pb a partir de ambas as extremi- 
dades do inserto clonado em BAC. Essas sequências são, então, alinhadas em 
diferentes contigs, os quais podem ser designados para a mesma estrutura, por- 
que compartilham sequências de um inserto BAC comum. Frequentemente, a 
utilização de BACs permite a designação de múltiplos contigs em uma única 
estrutura, ou arcabouço, com várias megabases (ver Fig. 7-18). 


O genoma humano de US$ 1.000 está ao nosso alcance 


O sequenciamento dos dois primeiros genomas humanos (um do National 
Institutes of Health [NIH] e outro de uma companhia privada) custou mais de 
US$ 300 milhões. Hoje há uma campanha para utilizar a nanotecnologia para 
a produção de sequenciamento genômico rápido e barato. O objetivo é tornar 
a tecnologia rápida, simples e barata o suficiente para permitir o sequencia- 
mento de genomas individuais para o diagnóstico clínico. A primeira geração 
de máquinas de sequenciamento por nanotecnologia de alto rendimento já 
está disponível. 

O sequenciador 454 Life Sciences gera até 400 Mb de informações de 
sequência em uma “corrida” de 4 horas. O princípio básico é muito inteli- 
gente, Pequenos fragmentos de DNA (genômico, cDNA, etc.) são misturados 
com pequenas esferas. A mistura é suficientemente diluída para garantir que 
uma única molécula de DNA se ligue a uma única esfera. Em seguida, as es- 
feras contendo DNA são dispersadas em uma placa de silicone que consiste 
em 400.000 poços com capacidade de picolitros, regularmente espaçados. 
O pequeno tamanho dos poços garante que cada um deles capture não mais 
do que uma única esfera. Realiza-se PCR diretamente nos DNAs acoplados 
às esferas para amplificar cada molécula de DNA (Fig. 7-20). Portanto, uma 
população homogênea de moléculas de DNA é criada em cada poço, sendo 


FIGURA 7-20 Desenho dos poros 
individuais no aparato de sequen- 
ciamento 454. Cada poro contém uma 
pequena esfera com uma sequência de 
DNA amplificada. Rodadas sequenciais 
de sequenciamento são detectadas pela 
liberação de pirofosfato e luz, Os deta- 
Ihes desse método são descritos no texto. 
(Reproduzida, com permissão, de Margu- 
lies M. etal. 2005. Nature 437: 376-380, 
Fig. 1a. © Macmillan.) 
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então utilizada como molde para uma rodada adicional de síntese de DNA. 
O sequenciamento é realizado por etapas com a placa sendo separadamente 
exposta a dATP, dGTP, dCTP e dTTP de maneira sequencial, com um ciclo 
de lavagem entre cada pulso de substrato de desoxinucleotídeo. A incorpo- 
ração de um desoxinucleotídeo depende da presença da base complementar 
no molde e resulta na liberação de pirofosfato. Essa liberação promove uma 
reação enzimática que produz pulsos de luz, os quais são detectados por um 
microprocessador ligado a um computador. Os pulsos de luz indicam qual 
nucleotídeo é incorporado em cada poço durante cada rodada de síntese, 
produzindo, assim, a sequência de DNA contida em todos os 400.000 poços. 
A adição sequencial de cada nucleotídeo é continuada até que 200 a 250 bases 
tenham sido determinadas para cada fragmento de DNA. 

O sequenciador 454 produziu o genoma completo do autor principal 
deste livro (por algum motivo, a companhia parece menos interessada nos 
genomas dos outros autores). A 100 Mb de sequência genômica por “corrida”, 
a cobertura completa de 1x do genoma de Watson necessitou de apenas 30 
corridas (2 a 3 semanas em uma máquina). Se iniciado agora (no momen- 
to da redação deste texto), o custo total estaria em torno de US$ 10.000 a 
US$ 30.000, uma pequena fração do custo da primeira sequência de genoma 
humano. A informação de sequência não é necessariamente suficiente para 
produzir uma montagem de novo do genoma. Em vez disso, a sequência fina- 
lizada do genoma humano produzida pelo NIH é utilizada como molde para 
comparações. Cada uma das leituras de sequência de 200 a 250 pb produzi- 
das pelo sequenciador 454 são identificadas no genoma finalizado até que 
as variantes de cada gene de Watson sejam identificadas. Portanto, o signi- 
ficado do sequenciamento de um genoma humano mudou. Como tem-se 
uma montagem de sequência finalizada de genoma inteiro disponível, novos 
genomas necessitam apenas de curtas leituras de sequenciamento para obter 
um atlas abrangente da composição genética única de um indivíduo. 

A nova geração de sequenciadores está se aproximando do objetivo do ge- 
noma de US$ 1.000. A Illumina produziu uma máquina que pode gerar cen- 
tenas de milhões de leituras de sequências de 200 pb por corrida. O princípio 
básico é semelhante ao visto para o sequenciador 454 Life Sciences. A diferença 
é que moléculas de DNA individuais são ligadas a uma lâmina de vidro. Realiza- 
-se uma amplificação limitada por PCR para produzir aproximadamente 1.000 
cópias por molécula de DNA. Reações de síntese sequencial de DNA são reali- 
zadas e detectadas pela liberação de pirofosfato. Os sequenciadores Ilumina 
produzem rotineiramente vários gigabases de informação de sequência de DNA 
em uma única corrida. Uma variedade de métodos de sequenciamento de alto 
rendimento de última geração está sendo desenvolvida, incluindo sequencia- 
mento por semicondutor de íon, que detecta o íon hidrogênio liberado pela 
incorporação de um nucleotídeo durante a síntese de DNA. 


GENÔMICA 


Antes do advento do sequenciamento do genoma inteiro, os pesquisadores es- 
tavam muito limitados em relação à comparação de sequências de DNA. Eles 
conseguiam, no máximo, olhar a sequência de DNA de alguns genes individuais 
em um pequeno conjunto de organismos. Com o surgimento dos poderosos 
sequenciadores automatizados, hoje é possível obter informações completas em 
relação à organização e à composição genética de genomas inteiros. Na verdade, 
até a redação deste texto, cerca de 200 genomas animais diferentes haviam sido 
sequenciados e organizados. É possível, portanto, comparar a composição gené- 
tica completa de vários micróbios, plantas e animais diferentes. Nesta seção, se- 
rão considerados os métodos básicos que são utilizados para a anotação de geno- 
mas — ou seja, o uso de ambos os métodos experimentais e computacionais para 
a identificação de cada gene (incluindo a estrutura de intron-éxon; ver Cap. 14) 
e das sequências reguladoras associadas em um genoma complexo. 
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FIGURA 7-21 Estrutura do locus vnd em Drosophila. Intervalo de cerca de 25 kb no 
cromossomo X que contém o gene vnd. A unidade de transcrição de vnd contém três éxons 
e dois introns. As porções não preenchidas nos éxons 5' (à esquerda) e 3' (à direita) indicam 
sequências não codificadoras que não contribuem para o produto proteico final. FlyBase é um 
banco de dados padronizado, utilizado para analisar o genoma de Drosophila. 


Ferramentas de bioinformática facilitam a identificação 
de genes codificadores de proteína no genoma inteiro 


Montagens de sequências genômicas correspondem a blocos contiguos de 
milhões de As, Gs, Cs e Ts sequenciais que abrangem cada cromossomo do 
organismo em questão. Elas são grandes, tediosas e não informativas, a não 
ser que sejam “anotadas”. Como descrito nas próximas páginas, anotação 
é a identificação sistemática de cada trecho de DNA genômico que contém 
informações de codificação de proteínas ou sequências não codificadoras que 
especificam RNAs reguladores, como os microRNAs (miRNAs; ver Cap. 20). 
A estrutura detalhada de intron-éxon de cada unidade de transcrição é iden- 
tificada, e nos casos em que o genoma em questão corresponde a um orga- 
nismo-modelo (p. ex., levedura e mosca-da-fruta), é possível atribuir funções 
potenciais ou conhecidas à maioria dos genes do genoma. Apenas quando 
essa informação está disponível é possível catalogar a capacidade codificadora 
completa do genoma e comparar seu conteúdo aos de outros genomas, 

Nos genomas de bactérias e de eucariotos simples, o processo de anota- 
ção de genes codificadores de proteínas é relativamente direto e corresponde, 
basicamente, à identificação de fases abertas de leitura (ORFs, open reading 
frames). Embora nem todas as ORFs - especialmente as pequenas - sejam ge- 
nes codificadores de proteínas, este processo é bastante efetivo, e o desafio 
principal está em atribuir corretamente as funções dos genes. 

Nos genomas animais, com estruturas complexas de íntron-éxon, o de- 
safio é muito maior. Neste caso, diversas ferramentas de bioinformática são 
necessárias para a identificação de genes e a determinação da composição 
genética dos genomas complexos. Vários programas de computação foram 
desenvolvidos e são capazes de identificar genes codificadores potenciais, 
por melo de vários critérios de sequência (Fig. 7-21), incluindo a ocorrência 
de ORFs estendidas, flanqueadas por sítios de splice apropriados em 5' e 3'. 
Conforme discutido no Capítulo 14, sítios de splice doadores e aceptores são 
sequências curtas e, de certa maneira, degeneradas, mas ainda assim ajudam 
a identificar as fronteiras entre éxon e íntron quando considerados no con- 
texto de informações adicionais, como os dados de sequências de etiquetas de 
sequências expressas (EST, expressed sequence tag), que serão considerados mais 
adiante. Entretanto, esses métodos ainda não foram ajustados para atingir 
100% de precisão. Talvez cerca de 75% de todos os genes possam ser identifi- 
cados dessa maneira, mas ainda restam muitos sem identificação, e, mesmo 
entre os genes preditos que são identificados, pequenos éxons — particular- 
mente éxons não codificadores — passam despercebidos. 


Arranjos em grades (tiling arrays) de todo o genoma 
são utilizados para visualizar o transcriptoma 


Uma vez que a sequência de um genoma inteiro tenha sido montada para um 
organismo, ela pode ser utilizada para revelar amplamente todas as sequên- 
cias codificadoras de proteínas e não codificadoras (p. ex., íntrons e genes de 
miRNA) que são expressas em células ou tecidos específicos. 
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FIGURA 7-22  Microarranjo do ge- 
noma inteiro. A imagem representa uma 
porção de um microarranjo em grade que 
foi hibridizado com sondas fluorescentes. 
A grade inclui um grande número de son- 
das de DNA uniformemente espaçadas 
através de uma região de interesse (p, ex., 
um genoma inteiro). 


FIGURA 7-23  Microarranjo de ge- 
noma inteiro revela detalhes da es- 
trutura de Íntron-éxon de um gene. 
Intervalo de 50 kb no cromossomo 3 de 
Drosophila que contém quatro genes di 
ferentes, A estrutura de Intron-éxon de 
cada unidade de transcrição é mostrada 
na parte superior da figura. (Seta branca) 
A grande região intrônica que pode con- 
ter um pequeno ("micro") éxon. RNA total 
foi extraído de embriões progressivamen- 
te mais velhos (vermelho, jovem; verde, 
mais velho; azul, ainda mais velho) e hi- 
bridizado ao microarranjo, composto por 
sequências de 25 nucleotídeos espaçadas 
a cada 35 pb ao longo do genoma intei- 
ro, Sinais fortes de hibridização coincidem 
com os éxons, enquanto há sinais mais 
fracos nas regiões intrônicas. Com base 
nos sinais semelhantes em todas as três 
cores, este gene é expresso em niveis simi- 
lares em todos os três estágios embrioná- 
rios testados. (Reproduzida, com permis- 
são, de Manak et al, 2006. Nat. Genet. 
38:1151-1158, Fig. 5. © Macmillan.) 
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A porção do genoma de um organismo que atua como molde para a síntese 
de RNA é conhecida como transcriptoma. Para identificar essa porção do 
genoma, DNAs de fita simples sintéticos com 50 nucleotídeos de comprimento 
são plotados em uma lâmina de vidro ou silicone. Geralmente, um oligonu- 
cleotídeo é produzido para cada 100 a 150 pb de sequência de DNA de maneira 
sequencial ao longo do genoma, resultando em um arranjo de sequências de 
DNA (microarranjos ou tiling array). A tecnologia de tiling array para o genoma 
inteiro está avançando rapidamente, e hoje é possível produzir arranjos com- 
pletos em uma única lâmina de vidro ou chip de silicone com apenas 1 cm” 
de área. Por exemplo, 1 milhão de sequências de 50 nucleotídeos abrangem o 
genoma inteiro de Drosophila, e todos estes oligonucleotídeos podem ser plo- 
tados em um único chip de DNA. Cada ponto no chip (L.e., cada sequência de 
oligonucleotídeo) é tão pequeno que os sinais de hibridização são detectados 
por microssensores ligados a um microscópio, como será descrito mais adiante. 

Para visualizar o transcriptoma, os microarranjos são hibridizados com 
sondas de RNA (ou cDNA) fluorescentemente marcadas (ver Fig. 7-22). Essas 
sondas podem ser derivadas de um tipo celular específico, como os músculos 
caudais da larva de ascídia ou células de levedura crescidas em um determi- 
nado meio de cultivo. O resultado final é uma série de sinais de hibridização 
sobrepostos em todas as sequências codificadoras de proteínas preditas ao 
longo do genoma (Fig. 7-23). Uma estratégia alternativa para o perfil de trans- 
criptoma é o sequenciamento de alto rendimento de cDNA preparado a partir 
de células cultivadas ou de tecidos isolados. 

Microarranjos de genoma inteiro fornecem informações imediatas em 
relação à estrutura de íntron-éxon de unidades de transcrição individuais 
(Fig. 7-23). Isso deve-se à natureza instável dos transcritos intrônicos. Embora 
o RNA total seja geralmente utilizado para estes experimentos, as sequências 
exônicas são mais estáveis que os íntrons, que decaem rapidamente após sua 
remoção dos transcritos primários (ver Cap. 14). Após a marcação e a hibridi- 
zação ao chip de microarranjos, as sequências exônicas apresentam sinais mais 
intensos do que os íntrons. 

Outra característica útil dos microarranjos de genoma inteiro é que eles 
detectam genes não codificadores, como os que especificam miRNAs. Es- 
ses RNAs são geralmente processados a partir de grandes RNAs precursores 
(pri-RNAs) derivados de unidades de transcrição que possuem 1 a 10 kb de 
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comprimento (ver Cap. 20). As unidades de transcrição de pri-RNA são facil- 
mente detectadas por hibridização em microarranjos. Em alguns casos, genes 
de miRNA contêm introns que precisam ser processados antes da produção fi- 
nal do miRNA maduro. Outros tipos de transcritos não codificadores também 
são detectados, incluindo RNAs “antissenso” dentro de íntrons de genes co- 
dificadores de proteínas. É possível que esses RNAs atuem como reguladores 
para controlar a expressão ou a função de genes codificadores de proteínas. 

Os microarranjos levaram a uma observação um tanto surpreendente: cer- 
ca de um terço de um genoma típico é transcrito, embora apenas uma fração 
dessa transcrição corresponda a sequências codificadoras de proteína (apenas 
5% no caso do genoma humano). Aparentemente, a maioria da transcrição adi- 
cional deve-se a amplas extensões de sequências de DNA intrônico. Vários ge- 
nes possuem éxons 5' remotos não codificadores que residem longe (às vezes, 
1 megabase ou mais) do corpo principal da sequência codificadora. Em alguns 
casos, essas regiões intrônicas produzem miRNAs e tipos adicionais de RNAs não 
codificadores. UTRs (Regiões não traduzidas - Untranslated regions) 3' estendidas 
representam outra fonte de transcrição não codificadora. 


Sequências de DNA reguladoras podem ser identificadas 
pelo uso de ferramentas de alinhamento especializadas 


Tecnologias genômicas são eficazes para identificar genes e determinar a estru- 
tura de suas unidades de transcrição. Uma vez identificadas, uma ampla gama 
de métodos de bioinformática permite a determinação da estrutura e da função 
proteica potenciais, por exemplo, se a proteína contém quaisquer domínios 
ou motivos conhecidos ou se compartilha outras características com proteínas 
conhecidas. Em especial, o algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) 
fornece uma abordagem poderosa para buscar, comparar e alinhar sequências 
de proteínas ou ácidos nucleicos. Buscas com BLAST permitem a rápida com- 
paração de uma determinada sequência exônica com um vasto banco de dados 
de informações codificadoras de proteínas. Alinhamentos significativos com 
sequências codificadoras de proteínas de função conhecida (p. ex., proteína de 
ligação ao DNA, fator de replicação ou receptor de membrana) fornecem pistas 
imediatas sobre as potenciais atividades do gene e de seus supostos produtos 
proteicos. Buscas simples com BLAST também podem revelar a identidade de 
transcritos não codificadores que produzem miRNAs (ver Cap. 20). 

Ao contrário de sequências codificadoras de proteínas, a identificação e 
a caracterização de sequências reguladoras — os trechos do DNA que contro- 
lam onde e quando os genes associados estão ligados ou desligados em um 
organismo - são extremamente desafiadoras, como será visto no Capítulo 19. 
Na verdade, alguns chamam as sequências reguladoras de “matéria negra” do 
genoma. Métodos de genoma inteiro estão apenas agora se tornando disponí- 
veis para a identificação desta classe importante de sequência de DNA. 

Um subconjunto de sequências reguladoras de vertebrados pode ser iden- 
tificado usando variações nas buscas de BLAST desenvolvidas para caracteri- 
zar sequências codificadoras de proteínas. Reforçadores (ou enhancers) célula- 
-específicos contêm sítios de ligação agrupados para uma ou mais proteínas 
de ligação ao DNA sequência-específicas (ver Cap. 19). Em alguns casos, esse 
agrupamento é suficiente para a identificação de trechos curtos de alinhamen- 
tos de sequências de DNA. Um sofiware chamado VISTA alinha as sequências 
contidas nos genomas de diferentes organismos relacionados em segmentos 
curtos, de 10 a 20 pb e, assim, identifica sequências não codificadoras imper- 
feitamente conservadas em trechos de apenas 50 a 75 pb (Fig. 7-24). O peixe 
baiacu e o camundongo compartilham aproximadamente 10.000 sequências 
curtas não codificadoras. Imagina-se que muitas dessas sequências correspon- 
dam a reforçadores tecido-específicos. Entretanto, é provável que ambos os 
animais, particularmente os camundongos, tenham pelo menos 100.000 re- 
forçadores. Sendo assim, estes simples alinhamentos de sequências não con- 
seguem capturar a vasta maioria das sequências reguladoras. 
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FIGURA 7-24 Comparação do gene Sox82 em animais divergentes, Os sinais em 
llás correspondem a sequências conservadas na UTR 3º da unidade de transcrição de SoxB2 
Os sinais em cor-de-rosa indicam sequências conservadas que mapeiam a jusante do gene. 
O retângulo pontilhado identifica reforçadores (enhancers) envolvidos na expressão do gene 
no sistema nervoso. (Adaptada, com permissão, de Royo J.L. et al. 2011. Proc. Nati. Acad, Sci. 
108: 14186-14191, Fig. 1A, p. 14187.) 


Reforçadores tecido-específicos também podem ser identificados pela 
triagem de sequências de DNA genômico em busca de potenciais sítios de 
ligação para proteínas reguladoras conhecidas. Considere-se o caso do gene 
da a-catenina, que codifica uma molécula de adesão celular. O gene é ex- 
presso em vários tecidos diferentes, mas apresenta expressão particularmente 
forte em células cardíacas precursoras chamadas de cardiomiócitos. Foi pos- 
sível identificar um reforçador cardíaco-específico pela inspeção de sequên- 
cias flanqueadoras e intrônicas de a-catenina em busca de sítios de ligação 
semelhantes aos de proteínas reguladoras conhecidas de células cardíacas, 
incluindo MEF2C, GATA-4 e E47/HAND (Fig. 7-25). Cada uma dessas proteí- 
nas reconhece um espectro de motivos de sequências curtas com 6 a 10 pb. 
O espectro de sítios de ligação para cada fator é descrito por uma matriz de 
peso posicional (PWM, position-weighted matrix), que pode ser determinada 
usando diferentes métodos computacionais e experimentais como os ensaios 
de SELEX (seleção in vitro), que serão discutidos em detalhes mais adiante 
neste capítulo. Quando estas PWMs foram utilizadas para investigar o locus de 
o-catenina, um único agrupamento de supostos sítios para MEF2C, GATA-4 
e E47/HAND foi identificado. Estudos experimentais confirmaram que este 
agrupamento de sítios de ligação, localizado na região flanqueadora 5' do 
gene, atua como um autêntico reforçador. 


A edição genômica é utilizada para alterar 
pontualmente genomas complexos 


Os métodos anteriores, montagens e anotação genômicas, são descritivos. 
Eles fornecem atlas detalhados de mapas genômicos inteiros mas não for- 
necem o tipo de informação funcional que os biólogos moleculares tanto 
desejam. Entretanto, um método recentemente desenvolvido, a edição genô- 
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mica, permite a remoção ou a modificação de segmentos de DNA especificos 
em um genoma intacto. Essa abordagem envolve a indução de uma quebra 
de dupla-fita (DSB, double-strand break) em um sequência-alvo específica de 
DNA que estimula a recombinação homóloga para reparar a quebra usando 
DNA modificado introduzido. Durante o evento de reparo da quebra, altera- 
ções desejadas são introduzidas especificamente para modificar a sequência 
genômica. A clivagem direcionada é realizada por nucleases especialmente 
customizadas, geralmente nucleases dedo de zinco e “meganucleases”, proje- 
tadas para clivar em um determinado sítio-alvo no genoma. Entretanto, uma 
nova classe de nucleases “projetadas” — as nucleases efetoras semelhantes a 
ativadores transcricionais (TALENS, transcriptional activator-like effector nuclea- 
ses) - apresenta maior eficiência. As TALENS estão emergindo como uma fer- 
ramenta importante para a edição genômica direcionada tanto em diferentes 
organismos-modelo quanto em células-tronco humanas. 


PROTEÍNAS 


Proteínas específicas podem ser purificadas 
a partir de extratos celulares 


A purificação de proteínas individuais é fundamental para o entendimento de 
sua função. Embora em alguns momentos a função de uma proteína possa ser 
estudada em uma mistura complexa, esses estudos podem, com frequência, 
gerar ambiguidades. Por exemplo, o estudo da atividade de uma DNA-polime- 
rase específica em uma mistura de proteínas totais (como um lisado celular) 
pode ser mascarado por outras DNA-polimerases e proteínas acessórias parcial 
ou completamente responsáveis pelas atividades de síntese de DNA observa- 
das. Por essa razão, a purificação de proteínas é uma parte importante nos 
estudos da sua função. 

Cada proteína apresenta propriedades características que tornam a sua 
purificação relativamente diferente. Isso contrasta com os diferentes DNAs, 
pois todos apresentam a mesma estrutura helicoidal e são distinguidos so- 
mente por sua sequência específica. A purificação de uma proteína procura 
explorar suas características únicas, incluindo tamanho, carga, formato e, em 
muitos casos, função. 


A purificação de uma proteína requer 
um protocolo específico 


A purificação das proteínas requer uma técnica específica para cada proteína. 
Na purificação de um DNA, quase sempre a mesma estratégia é utilizada, a hi- 
bridização à sua sequência complementar. Como será visto na discussão sobre 
imunoblotting, um anticorpo pode ser utilizado para detectar proteínas espe- 
cíficas da mesma maneira. No entanto, em muitos casos, é mais convenien- 
te utilizar uma medida mais direta para o funcionamento da proteína. Por 
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FIGURA 7-25 Identificação de 
um reforçador cardíaco in silico. 
Uma sequência de —140 pb na região 
fianqueadora 5º do gene da a-catenina 
é conservada nos genomas do camun- 
dongo, do rato e de seres humanos, 
A sequência conservada contém sítios 
de ligação para três reguladores cruciais 
da diferenciação cardíaca: E47/HAND, 
MEF2C e GATA. A sequência do camun- 
dongo atua como um autêntico reforça- 
dor cardiaco-específico. A princípio, ele 
poderia ser identificado por alinhamentos 
em VISTA (ver Cap. 20, Fig. 20-4) ou pelo 
agrupamento de proteinas regulado- 
ras cardíacas. (Porção reproduzida, com 
permissão, de Vanpoucke G. et al, 2004. 
Nucleic Acids Res. 32: 4155-4165, Fig. 1 
© Oxford University Press.) 
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FIGURA 7-26 Cromatografias de 
troca iônica e de gel filtração. Como 
descrito no texto, essas duas formas de 
cromatografia comumente utilizadas se- 
param as proteinas de acordo com sua 
carga e tamanho, respectivamente. As- 
sim, em cada caso, um tubo de vidro é 
empacotado com esteras, e a mistura 
de proteinas é passada por essa matriz. 
A natureza das esferas determina a base 
da separação de proteinas. (a) Cromato- 
grafia de troca iônica. Neste exemplo, as 
esferas são negativamente carregadas. 
Assim, as proteínas positivamente car- 
regadas são ligadas e retidas na coluna, 
enquanto as proteinas negativamente 
carregadas passam livres. Aumentando 
a concentração de sal no tampão, pode- 
-se eluir proteinas ligadas por competi- 
ção pelas cargas negativas da coluna. (b) 
Cromatografia de gel filtração. As esferas 
contêm espaços aquosos pelos quais as 
proteinas pequenas podem passar, dimi- 
nuindo a sua velocidade de deslocamento 
ao longo da coluna. As proteínas maiores 
não podem penetrar nas esferas e passam 
rapidamente pela coluna. 
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exemplo, uma proteína de ligação ao DNA específica pode ser analisada pela 
determinação de sua interação com o DNA apropriado (p. ex., utilizando um 
experimento de alteração de mobilidade em gel de eletroforese, descrito na 
seção Interações ácido nucleico-proteína). De maneira similar, uma DNA- ou 
RNA-polimerase pode ser analisada em ensaios de incorporação pela adição 
de um molde apropriado e de um nucleotídeo precursor radioativo em um 
extrato bruto, semelhante aos métodos utilizados para a marcação de DNA 
descritos anteriormente. Como será discutido no Capítulo 9, Quadro 9-1, os 
ensaios de incorporação são úteis para o monitoramento do grau de pureza e 
função de diversas enzimas diferentes que catalisam a síntese de polímeros, 
como o DNA, o RNA ou as proteínas. 


Preparação de extratos celulares contendo proteínas ativas 


O material de partida para a purificação de quase todas as proteínas são os 
extratos derivados de células. Ao contrário do DNA, que é muito resiliente 
à temperatura, mesmo temperaturas moderadas desnaturam prontamente 
proteínas uma vez que elas tenham sido liberadas de uma célula. Por isso, a 
maioria das preparações de extratos e purificações de proteínas é realizada a 
4°C. Os extratos celulares são preparados de várias maneiras. As células po- 
dem ser lisadas por detergentes, quebradas por forças físicas, por tratamentos 
com baixas concentrações iônicas de sais (que provocam aumento da pressão 
osmótica interna; as células absorvem muita água e “estouram” facilmente) 
ou por rápidas alterações na pressão. Em cada caso, o objetivo é enfraquecer 
e romper as membranas que envolvem a célula, permitindo que as proteínas 
sejam liberadas. Em alguns casos, isso é realizado em temperaturas muito bai- 
xas, pelo congelamento das células antes da aplicação de forças de fragmenta- 
ção (muitas vezes utiliza-se um triturador ou liquidificador, semelhantes aos 
utilizados na cozinha). 


As proteínas podem ser separadas umas das 
outras por cromatografia em coluna 


O método mais comum para a purificação de proteínas é a cromatografia 
coluna. Nessa estratégia de purificação de proteínas, as frações proteicas 
atravessam colunas de vidro preenchidas com pequenas esferas de agarose 
ou de acrilamida modificadas. Existem várias maneiras pelas quais as colunas 
podem ser utilizadas para separar proteínas. Cada técnica de separação ex- 
plora diferentes propriedades das proteínas. Três abordagens básicas são des- 
critas aqui, As duas primeiras, nesta seção, separam proteínas de acordo com 
suas cargas ou tamanhos, respectivamente. Esses métodos estão resumidos na 
Figura 7-26. 


Cromatografia de troca iônica Nessa técnica, as proteínas são separadas 
com base em suas cargas iônicas superficiais, por meio de esferas modifica- 
das por grupos químicos com carga positiva ou negativa. As proteínas que 
interagem fracamente com as esferas (como as proteínas com cargas positivas 
fracas que passam pelas esferas modificadas com um grupo de carga negativa) 
são liberadas das esferas (ou eluídas) com um tampão de baixa concentração 
salina. Proteínas que interagem mais fortemente necessitam de mais sal para 
serem eluídas. Em ambos os casos, o sal mascara as regiões carregadas, per- 
mitindo que a proteína seja liberada das esferas. Como cada proteína possui 
uma carga diferente em sua superfície, cada uma delas será eluída da coluna 
em uma concentração de sal característica. Pelo aumento gradativo da con- 
centração de sal no tampão de eluição, mesmo proteínas com características 
de carga bastante semelhantes podem ser separadas em frações diferentes à 
medida que elas são eluídas da coluna. 


Cromatografia de filtração em gel Essa técnica separa as proteinas de 
acordo com seus tamanhos e formatos. As esferas utilizadas para este tipo 
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de cromatografia não possuem grupos químicos carregados ligados. Em vez 
disso, cada esfera possui um padrão de tamanhos diferentes de poros em sua 
superfície (semelhantes aos poros que o DNA atravessa em géis de agarose 
ou acrilamida). As proteínas pequenas podem penetrar em todos os poros e, 
portanto, percorrem um caminho maior na coluna e levam mais tempo para 
serem eluídas (em outras palavras, elas têm mais “espaços” para explorar). As 
proteinas maiores têm acesso limitado aos poros da coluna e são eluídas mais 
rapidamente. 

Para cada tipo de coluna, as frações cromatográficas são coletadas em di- 
ferentes concentrações de sal ou tempos de eluição e testadas para a presença 
da proteína de interesse. As frações com maior atividade são agrupadas e sub- 
metidas a purificações adicionais. 

As proteínas são purificadas progressivamente pela passagem por várias 
colunas diferentes. Embora seja raro que uma única coluna purifique uma 
proteina até a homogeneidade, uma série de etapas cromatográficas pode re- 
sultar em uma fração que contém muitas moléculas de uma proteína especí- 
fica pela separação repetida das frações que contêm a proteina de interesse 
(como determinado pelo teste). Por exemplo, embora existam muitas protei- 
nas que são eluídas em uma coluna positivamente carregada por altas con- 
centrações de sal (indicando carga altamente negativa) ou lentamente, em 
uma coluna de filtração em gel (indicando tamanho relativamente pequeno), 
haverá um número reduzido de proteínas que satisfaça ambos os critérios. 


Cromatografia de afinidade Esse método permite que a purificação de pro- 
teínas seja mais rápida. Muitas vezes, o conhecimento específico de uma pro- 
teína pode ser explorado para purificar uma proteína mais rapidamente, Por 
exemplo, se uma proteina se liga ao ATP para exercer a sua função, a proteína 
pode ser aplicada em uma coluna contendo ATP acoplado às esferas. Apenas 
as proteínas que se ligam ao ATP se ligarão à coluna, permitindo que a grande 
maioria das proteínas que não se liga ao ATP atravesse a coluna livremente. As 
proteinas de ligação ao ATP podem ser posteriormente separadas pela adição 
sequencial de soluções com concentrações crescentes de ATP, que irão eluir as 
proteínas de acordo com sua afinidade pelo ATP (quanto mais ATP for neces- 
sário para a eluição, maior a afinidade). Essa abordagem para a purificação é 
chamada de cromatografia de afinidade. Outros reagentes podem ser li- 
gados às colunas para permitir a rápida purificação de proteínas; eles incluem 
sequências de DNA específicas (para purificar proteínas que se ligam ao DNA) 
ou até mesmo proteínas específicas suspeitas de interagir com a proteína a 
ser purificada. Assim, antes de iniciar uma purificação, é importante reunir as 
informações sobre a proteína-alvo e tentar explorar esse conhecimento. 

Uma forma muito comum de cromatografia de afinidade de proteínas é a 
cromatografia de imunoafinidade. Nessa abordagem, um anticorpo es- 
pecífico para a proteina-alvo é ligado às esferas. Idealmente, esse anticorpo irá 
interagir apenas com a proteína-alvo desejada e permitir que todas as demais 
proteínas passem pelas esferas. A proteína ligada pode, então, ser eluída da 
coluna por solução salina, por um gradiente de pH ou, em alguns casos, de- 
tergente moderado. A principal dificuldade dessa abordagem é que, frequente- 
mente, o anticorpo liga-se à proteina-alvo de maneira tão firme que a proteina 
precisa ser completamente desnaturada antes que possa ser eluída. Como a 
desnaturação de proteinas é, frequentemente, irreversível, a proteína-alvo ob- 
tida dessa maneira pode ser inativada e, portanto, ser menos útil para estudos. 

As proteinas podem ser facilmente modificadas para facilitar a sua purífica- 
ção. Essa modificação normalmente envolve a adição de pequenas sequências 
de aminoácidos extras no início da proteina (N-terminal) ou no fim (C-termi- 
nal) de uma proteína-alvo. Essas adições, ou “etiquetas”, podem ser criadas por 
métodos de clonagem molecular. As etiquetas peptídicas conferem proprieda- 
des conhecidas às proteínas modificadas, que auxiliam na sua purificação. Por 
exemplo, a adição de seis resíduos sucessivos de histidina ao início ou ao fim de 
uma proteína fará a proteína modificada se ligar fortemente a uma coluna com 
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FIGURA 7-27 | Eletroforese em gel 
com SDS. Uma mistura de três proteinas 
de diferentes tamanhos está representada 
(misturas muito mais complexas são ge- 
ralmente analisadas), A adição de dodecil 
sulfato de sódio (SDS) (em vermelho) e 
de -mercaptoetanol (BME) desnatura as 
proteínas e fornece a cada uma delas uma 
carga negativa uniforme A separação em 
função do tamanho é realizada por ele- 
troforese 


íons Ni” imobilizados ligados às esferas - uma propriedade incomum entre as 
proteínas em geral. Além disso, existem epítopos específicos (sequência de 7 a 
10 aminoácidos reconhecida por um anticorpo) que foram definidos e podem 
ser ligados a qualquer proteína. Esse procedimento permite que a proteína mo- 
dificada seja purificada utilizando-se a imunoafinidade e um anticorpo heteró- 
logo, específico para o epítopo adicionado. Mais importante, esses anticorpos 
e epítopos podem ser escolhidos de maneira que se liguem com alta afinidade 
em uma determinada condição (p. ex., na presença de Ca”), mas sejam facil- 
mente eluídos em uma segunda condição (p. ex., na ausência de Ca”). Isso 
evita a necessidade de utilizar condições desnaturantes para a eluição. 

A cromatografia por imunoafinidade também pode ser utilizada para preci- 
pitar rapidamente uma proteína específica (e qualquer outra proteina fortemente 
associada a ela) a partir de um extrato bruto. Neste caso, a precipitação é obtida 
pela ligação do anticorpo ao mesmo tipo de esfera utilizada na cromatografia em 
coluna. Como essas esferas são relativamente grandes, elas se depositam rapida- 
mente no fundo do tubo de ensaio, junto com o anticorpo e quaisquer proteínas 
ligadas a ele. Esse processo, chamado de imunoprecipitação, é utilizado para 
a purificação rápida de proteínas ou complexos de proteínas a partir de extratos 
brutos. Embora seja muito incomum que a proteína esteja completamente pura 
nesta etapa, este método é, com frequência, útil para determinar quais são as 
proteínas ou outras moléculas (p. ex., DNA; ver seção sobre imunoprecipitação 
da cromatina neste capítulo) que estão associadas com a proteina-alvo. 


Separação de proteínas em géis de poliacrilamida 


As proteínas não apresentam carga negativa uniforme, nem estrutura secundá- 
ria uniforme. Isso ocorre pois elas são construídas a partir de 20 aminoácidos 
distintos; alguns deles não são carregados, outros são positivamente carrega- 
dos e ainda outros são negativamente carregados (Cap. 6, Fig. 6-2). Além disso, 
como discutido no Capítulo 6, as proteínas apresentam extensivas estruturas 
secundárias e terciárias e estão, normalmente, presentes em complexos mul- 
timéricos (estruturas quaternárias). Entretanto, se as proteínas forem tratadas 
com o detergente iônico forte dodecil sulfato de sódio (SDS, sodium dodecyl 
sulfate) e um agente redutor, como o mercaptoetanol, as suas estruturas secun- 
dárias, terciárias e quaternárias serão, geralmente, eliminadas. Uma vez cober- 
tas com SDS, as proteínas comportam-se como polímeros não estruturados. Os 
íons do SDS recobrem a cadeia polipeptídica, conferindo carga negativa uni- 
forme para toda a proteina. O mercaptoetanol reduz as pontes dissulfídricas e, 
assim, quebra as pontes dissulfidricas intramoleculares e intermoleculares for- 
madas entre os resíduos de cisteína. Assim, como no caso de misturas de DNA 
e RNA, a eletroforese na presença de SDS pode ser utilizada para separar as 
misturas de proteínas de acordo com o tamanho de suas cadeias polipeptídicas 
(Fig. 7-27). Após a eletroforese, as proteínas podem ser visualizadas com um 
corante, como o azul-brilhante de Coomassie (ou simplesmente, azul de 
Coomassie), que se liga às proteínas de maneira não específica. Quando o SDS 
é omitido, a eletroforese pode ser utilizada para separar as proteínas de acordo 
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com outras propriedades além da massa molecular, como a carga líquida e o 
ponto isoelétrico (ver discussão a seguir). 


Anticorpos evidenciam as proteínas 
separadas por eletroforese 


As proteínas são, obviamente, bastante diferentes do DNA e do RNA, mas o 
procedimento conhecido como imunoblotting, pelo qual uma única proteina 
é visualizada entre milhares de outras proteínas, é análogo em conceito às hi- 
bridizações de Southern blot e northern blot (Fig. 7-28). De fato, outro nome para 
o imunoblotting é “western blotting”, em referência à sua semelhança com as 
técnicas anteriores, No imunoblotting, as proteínas separadas por eletroforese 
são transferidas e ligadas a uma membrana. Como no Southern blot, as proteínas 
são transferidas para a membrana de maneira que suas posições nela sejam o 
espelho de suas posições no gel original. Uma vez que as proteínas são liga- 
das à membrana, todos os sítios de ligação não específicos remanescentes são 
bloqueados por incubação com uma solução de proteínas não relacionadas às 
que estão sendo estudadas (geralmente, usa-se leite em pó, que contém princi- 
palmente albumina). A membrana é, a seguir, incubada com uma solução que 
contém um anticorpo produzido contra uma determinada proteina de interes- 
se. O anticorpo pode ligar-se à membrana apenas se encontrar sua proteina- 
-alvo. Por fim, uma enzima cromogênica artificialmente ligada ao anticorpo 
(ou a um anticorpo secundário que se liga ao primeiro anticorpo) é utilizada 
para visualizar o anticorpo ligado à membrana. Os experimentos de Southern, 
northern e imunoblotting têm em comum a utilização de reagentes seletivos 
para a visualização de moléculas particulares em misturas complexas. 


As moléculas proteicas podem ser diretamente sequenciadas 


Embora mais complexo do que o sequenciamento de ácidos nucleicos, as mo- 
léculas de proteína também podem ser sequenciadas: ou seja, a ordem linear 
dos aminoácidos em uma cadeia proteica pode ser diretamente determinada. 
Dois métodos amplamente utilizados para determinar a sequência proteica 
são a degradação de Edman, usando um sequenciador automático de protei- 
nas, e a espectometria de massas em tandem. A habilidade para determinar 
a sequência de uma proteina é muito valiosa para a identificação proteica. 
Além disso, devido à grande quantidade disponível de sequências genômicas 
completas ou semicompletas, a determinação de apenas um pequeno trecho 
de sequência proteica é geralmente suficiente para identificar o gene que co- 
dificou a proteína pela busca de uma sequência codificadora correspondente. 


Degradação de Edman A degradação de Edman é uma reação química na 
qual os resíduos de aminoácidos são sequencialmente liberados da extremida- 
de N-terminal de uma cadeia polipeptídica (Fig. 7-29). Uma característica im- 
portante desse método é que o aminoácido mais N-terminal em uma cadeia 
polipeptídica pode ser especificamente modificado por um reagente químico 
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FIGURA 7-28 Immunoblotting. 
Após sua separação por eletroforese, 
as proteinas são transferidas para uma 
membrana (novamente pelo uso de cam- 
po elétrico) de maneira que mantêm a 
mesma posição relativa ocupada no gel. 
Após o bloqueio não específico de sítios 
de ligação para proteinas, é adicionado 
anticorpo que se liga à proteina de inte- 
resse. O local de ligação do anticorpo é 
detectado usando-se uma enzima ligada 
que é capaz de gerar luz quando age so- 
bre seu substrato. 
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FIGURA 7-29 Sequenciamento de proteinas pelo método de degradação de 
Edman. O resíduo N-terminal está marcado e pode ser removido sem hidrolisar o restante do 
peptídeo, Assim, em cada ciclo, um resíduo é identificado e representa o próximo na sequência 
do peptídes. 


chamado de fenil-isotiocianato (PITC, phenylisothiocyanate), que modifica 
o grupo a-amino livre. Esse aminoácido modificado é, então, removido do 
polipeptídeo pelo tratamento com ácido, em condições que não alteram as 
demais ligações peptídicas. A identidade do aminoácido modificado liberado 
é facilmente determinada pelo seu perfil de eluição em um método de cro- 
matografia de coluna chamado de cromatografia líquida de alto rendimento 
(HPLC, high-performance liquid chromatography) (cada um dos aminoácidos 
apresenta um tempo de retenção característico). Cada ciclo de clivagem pep- 
tídica regenera uma extremidade N-terminal normal, com um grupo a-amino 
livre. Assim, a degradação de Edman é repetida por vários ciclos, revelando a 
sequência a partir da extremidade N-terminal da proteína. Na prática, são rea- 
lizados de 8 a 15 ciclos de degradação para a identificação de proteínas. Esse 
número de ciclos é quase sempre suficiente para identificar inequivocamente 
uma determinada proteína. 

O sequenciamento N-terminal pela degradação de Edman automatizada 
é uma técnica amplamente utilizada e robusta. Entretanto, surgem problemas 
quando a região aminoterminal de uma proteína é quimicamente modificada 
(p. ex., por grupos formila ou acetila). Este bloqueio pode ocorrer in vivo ou 
durante o processo de isolamento de proteína. Quando a proteína está com a 
extremidade N-terminal bloqueada, ela pode ser sequenciada após a digestão 
com uma protease, que expõe uma região interna para o sequenciamento. 


Espectometria de massa em tandem (MS/MS) A espectometria de massa 
em tandem (MS/MS, tandem mass spectrometry) também pode ser utilizada 
para determinar a sequência proteica e é o método mais utilizado atualmente. 
A espectrometria de massa é um método pelo qual a massa de amostras muito 
pequenas de um material pode ser determinada com alta precisão. Em poucas 
palavras, o princípio consiste em o material passar pelo aparelho (sob vácuo) 
de modo sensível à sua proporção entre massa e carga. A massa de macromo- 
léculas biológicas pequenas, como peptídeos e pequenas proteínas, pode ser 
determinada com a precisão de um único dálton. 
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Para utilizar a MS/MS a fim de determinar a sequência de uma proteína, 
a proteína de interesse é normalmente digerida, originando pequenos pep- 
tídeos (geralmente com menos de 20 aminoácidos) pela digestão com uma 
protease específica, como a tripsina. Essa mistura de peptídeos é submetida à 
espectrometria de massa e cada peptídeo é separado dos demais pela sua razão 
massa/carga. Cada peptídeo é, então, capturado e fragmentado em todos os 
seus componentes, e a massa de cada um desses componentes do fragmento 
é determinada (Fig. 7-30). A interpretação desses dados revela uma sequência 
precisa do peptídeo inicial. Como na degradação de Edman, a sequência de 
um único peptídeo de aproximadamente 15 aminoácidos de uma proteína é 
quase sempre suficiente para identificar a proteína, pela comparação da se- 
quência prevista pelas sequências de DNA. Ao contrário da degradação de 
Edman, a MS/MS geralmente determinará a sequência de vários peptídeos 
derivados de uma proteina individual. 

A MS/MS revolucionou o sequenciamento e a identificação de proteínas. 
Necessita-se apenas de uma pequena quantidade de material, e misturas com- 
plexas de proteínas podem ser analisadas simultaneamente. 


PROTEÔMICA 


Determinar os níveis globais de expressão gênica fornece uma visão rápida 
da atividade de uma célula; entretanto, há níveis adicionais importantes de 
regulação que não podem ser monitorados dessa maneira. De fato, o nível de 
transcrição de um gene fornece apenas uma estimativa aproximada do nível 
de expressão da proteína codificada. Se o mRNA for de curta duração ou tra- 
duzido de maneira deficiente, então mesmo um mRNA abundante produzirá 
relativamente pouca proteína. Além disso, muitas proteínas sofrem modifica- 
ções pós-traducionais que afetam profundamente suas atividades, e o perfil 
de transcrição não fornece dados em relação a este nível de regulação. 

A disponibilidade de sequências genômicas completas, associada aos méto- 
dos analíticos de separação e identificação de proteínas, abriu o caminho para a 
proteômica. A proteômica trata da identificação do conjunto completo de pro- 
teínas produzido por uma célula ou tecido em um conjunto particular de con- 
dições (chamado de proteoma), suas abundâncias relativas, suas modificações. 
e suas interações com outras proteínas. Enquanto a análise de microarranjos 
torna possível a visualização da transcrição gênica ou o conteúdo de DNA em 
nível de um genoma completo, as ferramentas da proteômica objetivam captu- 
rar uma figura similar no que diz respeito ao repertório completo de proteínas 
de uma célula e suas modificações (p. ex. sítios de fosforilação). 


A combinação de cromatografia líquida com a 
espectrometria de massa identifica proteínas 
individuais em um extrato complexo 


Um método poderoso para identificar todas as proteínas de uma mistura com- 
plexa, como um extrato celular bruto, utiliza uma combinação de cromato- 
grafia líquida com espectrometria de massa (descrita na seção anterior deste 
capítulo). Embora idealmente fosse possível analisar todas as proteínas de um 
extrato celular simplesmente por espectrometria de massa, na prática, o núme- 
ro excessivamente alto de proteínas presentes em uma mistura como essa resul- 
ta em mais peptídeos do que podem ser resolvidos. Assim, os pesquisadores de- 
senvolveram métodos poderosos nos quais os peptídeos são separados por dois 
tipos de cromatografia líquida antes que sejam analisados por espectrometria 
de massa (LC-MS) (Fig. 7-31). Nesta abordagem, um extrato celular bruto é pri- 
meiramente digerido com uma protease sequência-específica (p. ex., a tripsina, 
que cliva proteinas após resíduos de Arg e Lys) para gerar peptídeos. A mistura 
de peptídeos resultante é fracionada por cromatografia de troca iônica (os pep- 
tídeos são separados com base em interações iônicas com o material carregado 
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FIGURA 7-30 Uso de cromatogra- 
fia líquida - MS/MS para analisar o 
conteúdo de uma mistura proteica. 
(8) Uma mistura de peptídeos é subme- 
tida à cromatografia liquida seguida por 
espectrometria de massa, (b) À medida 
que conjuntos de peptídeos eluem da 
coluna de cromatografia, eles são separa- 
dos por massa e os resultados são apre- 
sentados de acordo com sua proporção 
de massa/carga (m/z). Conjuntos sele- 
cionados de peptídeos relacionados (as 
diferenças entre estes picos fortemente 
relacionados devem-se à presença de isó- 
topos atômicos diferentes no pentídeo) 
são fragmentados, e os fragmentos pep- 
tídicos resultantes são analisados em uma 
segunda rodada de espectrometria de 
massa, (c) A fragmentação do peptídeo 
geralmente quebra o peptídeo nos sítios 
mostrados na figura. Os subpeptídeos 
possíveis que são gerados são chamados 
de peptídeos b (fragmentos aminotermi- 
nais), peptídeos y (fragmentos carboxiter- 
minais) e peptídeos a, (o fragmento ami- 
noterminal mais curto). (d) Os espectros 
observados são comparados com todos 
os espectros teóricos possíveis que são 
gerados a partir das sequências de ami- 
noácidos das proteinas codificadas pelo 
organismo a partir do qual as proteinas 
foram isoladas, Em geral, apenas um con- 
junto de peptídeos pode ser identificado 
de maneira inequívoca. Por exemplo, Ile e 
Leu possuem massas idênticas. Ainda as- 
sim, a identificação clara de apenas três 
ou quatro fragmentos peptídicos a partir 
de um peptídeo parental é geralmente su- 
ficiente para identificar a proteina. 
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da coluna) e por cromatografia de fase reversa (os peptídeos são separados com 
base em interações hidrofóbicas com o material da coluna). Este procedimento 
separa a coleção inicial altamente complexa de peptídeos em várias misturas de 
peptídeos de complexidade menor que podem ser distinguidas umas das outras 
e sequenciadas mais facilmente. Cada subconjunto de peptídeos é submetido 
à espectrometria de massa em tandem (MS/MS, discutida anteriormente) para 
sequenciar a maior quantidade possível de peptídeos da população. Por fim, 
considerando-se a existência da sequência genômica completa do organismo 
que está sendo pesquisado e as sequências peptídicas determinadas, ferramen- 
tas de bioinformática permitem correlacionar cada peptídeo a uma determina- 
da sequência codificadora de proteina (gene) no genoma. 

Na prática, esse método detecta apenas um conjunto das proteínas de 
uma mistura proteica complexa, como a derivada de uma célula inteira. Uma 
análise típica pode detectar aproximadamente 1.000 proteínas diferentes. 
Ainda assim, métodos adicionais de fracionamento e a sensibilidade aumen- 
tada da espectrometria de massa podem aumentar a performance desses perfis 
proteicos no futuro. Embora a análise de LC-MS seja muito boa para identi- 
ficar as proteínas que estão presentes em um extrato celular, atualmente é 
mais difícil determinar a abundância relativa das proteínas por meio dessa 
abordagem. Para resolver esse ponto fraco, novas tecnologias quantitativas 
estão sendo desenvolvidas e têm sido utilizadas em alguns casos. 


Comparações entre proteomas identificam 
diferenças importantes entre as células 


Embora o conhecimento da composição completa de proteínas de uma célula 
tenha um valor intrínseco, na maioria dos casos, são as diferenças entre dois 
tipos celulares ou entre células expostas a duas condições de crescimento dife- 
rentes que têm valor maior. Ao determinar o proteoma de cada situação, as di- 
ferenças nas proteínas presentes podem ser determinadas. Esta análise, por sua 
vez, pode identificar proteínas que provavelmente são responsáveis por diferen- 
ças celulares e, portanto, representam boas candidatas para estudos posteriores. 
O valor da proteômica comparativa pode ser visto na análise de diferentes 
células cancerígenas. Com frequência, observa-se que indivíduos diferentes 
com aparentemente o mesmo tipo de câncer respondem de maneira bastante 
diferente ao mesmo tratamento quimioterápico. Ao comparar os proteomas 
de diferentes amostras tumorais, observa-se que células aparentemente seme- 
lhantes possuem diferenças importantes nas proteínas que expressam. Essas 
diferenças podem tornar-se marcadores valiosos para distinguir entre diferen- 
tes tipos de tumores. Mais importante do que isso, esses marcadores podem ser 
utilizados para selecionar as quimioterapias mais efetivas para cada paciente. 


A espectrometria de massa também pode 
monitorar estados de modificação proteica 


Como o estado de modificação de uma proteína pode afetar profundamente 
sua função, esforços também estão sendo feitos para Identificar amplamen- 
te o estado de modificação de proteínas na célula. Modificações específicas 
são comumente utilizadas para alterar a atividade ou a estabilidade de uma 
proteína. Por exemplo, a fosforilação de proteínas é muito utilizada para con- 
trolar sua atividade. A fosforilação pode causar a alteração da conformação de 
uma proteína de maneira funcionalmente importante (p. ex., várias proteino- 
-quinases estão ativas apenas após serem fosforiladas). Alternativamente, a 
ligação de um fosfato pode criar um novo sítio de ligação para outra proteina 
na superfície da proteína, levando à montagem de novos complexos protei- 
cos. Outras modificações proteicas incluem metilação, acetilação e ubiquiti- 
nação, A última envolve a ligação da proteína ubiquitina, de 76 aminoácidos, 
a um resíduo de lisina via ligação pseudopeptídica. A modificação da proteina 
com múltiplas ubiquitinas geralmente marca a proteína para degradação. 
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FIGURA 7-31 Separação de pro- 
teinas por cromatografia líquida se- 
guida por análise de espectrometria 
de massa. As etapas do método estão 
ilustradas na figura e descritas no texto, 
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Cada tipo de modificação causa uma alteração discreta na massa mole- 
cular da proteina. Isso pode ser monitorado por espectrometria de massa, e 
foram desenvolvidos métodos para identificar proteomas que incluem apenas 
as proteínas com uma determinada modificação. Por exemplo, o conjunto 
completo de proteínas fosforiladas da célula é chamado de “fosfoproteoma”. 
Métodos para identificar o conjunto de proteínas que inclui uma determina- 
da modificação foram desenvolvidos e geralmente empregam resinas de afini- 
dade que se ligarão especificamente à modificação de interesse. Por exemplo, 
resinas que possuem Fe” imobilizado (também chamado de cromatografia 
por afinidade a metal imobilizado [IMAC, immobilized metal affinity chroma- 
tography]) ligam-se especificamente a peptídeos fosforilados. Misturas de pep- 
tídeos derivadas de extratos celulares brutos podem ser incubadas com essa 
resina, e a pequena proporção de peptídeos que se liga a ela é enriquecida em 
fosfopeptídeos. Esses peptídeos podem, então, ser analisados por LC-MS para 
identificar as proteínas que estão modificadas e os sítios de modificação. Esta 
informação é uma ferramenta valiosa para identificar a quinase que modi- 
ficou a proteína e para testar a importância da modificação pela geração de 
proteínas mutantes que não podem ser modificadas. 


Interações proteina-proteína podem fornecer 
informações sobre a função proteica 


A proteômica também se preocupa em identificar todas as proteínas que se 
associam à outra proteína em uma célula para gerar o que se chama de inte- 
ratoma. Um interatoma completo de uma célula indica todas as interações 
entre as proteínas da célula. Essas interações, por sua vez, podem ser utiliza- 
das para determinar em que processos uma proteina pode estar envolvida. 
Proteínas que fazem parte do mesmo complexo proteico geralmente estarão 
envolvidas no mesmo processo celular. 

Um método para determinar as interações proteína-proteína é o sistema 
de ensaio de duplo-híbrido em leveduras (ver Cap. 19, Quadro 19-1), em que 
a proteína de interesse atua como “isca” e uma biblioteca de proteínas pode 
ser testada como “presa” potencial. Uma segunda abordagem é usar resinas 
de afinidade ou imunoprecipitação para purificar rapidamente uma proteina 
de interesse juntamente com quaisquer proteínas associadas. A mistura de 
proteínas resultante pode, então, ser analisada por LC-MS para identificar as 
proteínas associadas. Repetindo esse procedimento com todas as proteínas de 
uma célula, é possível obter um diagrama de interação completo das intera- 
ções proteína-proteína nessa célula. 

Esta última abordagem foi aplicada à levedura Saccharomyces cerevisiae, Mais 
de 6.000 proteínas de S. cerevisiae foram purificadas por cromatografia de afini- 
dade (o gene para cada proteína foi geneticamente modificado ou “etiquetado” 
para acrescentar uma extensão carboxiterminal curta que se liga a duas resinas 
de afinidade), e a espectrometria de massa foi utilizada para identificar quai- 
quer proteínas adicionais que foram copurificadas com as proteínas etiqueta- 
das. À comparação desses dados identificou centenas de complexos proteicos 
presentes na célula - muitos deles já eram conhecidos, mas alguns eram novos. 
A efetividade deste estudo pode ser vista pela detecção de um grande número de 
complexos proteicos bem-documentados (p. ex., RNA-polimerase II) (Fig. 7-32). 


INTERAÇÕES ÁCIDO NUCLEICO-PROTEÍNA 


Agora a atenção é voltada para os vários métodos que podem ser utilizados para 
detectar interações entre ácidos nucleicos e proteínas. Essas interações são essen- 
ciais para a determinação da especificidade e da precisão dos eventos descritos 
neste livro. Sejam eles transcrição, recombinação, replicação do DNA, reparo do 
DNA, splicing do mRNA ou tradução, as proteínas que atuam nesses eventos pre- 
cisam reconhecer estruturas ou sequências específicas de ácidos nucleicos para 
assegurar que esses eventos ocorram no local e no momento corretos na célula. 


Capítulo 7 Técnicas de Biologia Molecular 


Considerando a importância de entender a interação ácido nucleico-pro- 
teína, há vários ensaios robustos que podem ser utilizados para medir esses 
eventos tanto in vivo quanto in vitro. Nas seções seguintes, serão abordados 
vários ensaios, comparando seus pontos fortes e fracos. 


A mobilidade eletroforética do DNA é 
alterada por ligação a proteínas 


Assim como pode ser utilizada para determinar o tamanho relativo de molé- 
culas de DNA, RNA ou proteinas, a mobilidade eletroforética também pode 
ser utilizada para detectar interações proteína-DNA. Se uma determinada 
molécula de DNA estiver ligada a uma proteína, a migração do complexo 
DNA-proteina no gel será retardada em comparação com a molécula de DNA 
não ligada a proteinas. Esse é o fundamento de um método de detecção de 
atividades de ligação específicas do DNA. A estratégia geral é a seguinte: um 
pequeno fragmento de DNA dupla-fita (dsDNA) contendo o sítio de ligação 
de interesse é marcado radioativamente, de modo a permitir sua detecção em 
pequenas quantidades por eletroforese em gel de poliacrilamida e por autor- 
radiografia. Uma marcação fluorescente também pode ser utilizada, mas é 
importante que o fluoróforo (ver Cap. 9, Quadro 9-1, Fig. 1b) não esteja em 
uma posição que interfira na ligação ao DNA. A seguir, essa “sonda” de DNA 
é misturada à proteína de interesse e a mistura é separada em um gel sob 
condições não desnaturantes. Se a proteina se ligar à sonda de DNA, o com- 
plexo proteína-DNA migrará mais lentamente, resultando em uma mudança 
na localização do DNA marcado (Fig. 7-33). Por esse motivo, este ensaio é 
chamado de ensaio de alteração de mobilidade eletroforética (EMSA, 
electrophoretic mobility-shift assay), ou de maneira mais coloquial, de ensaio 
de alteração de banda ou gel. Esse ensaio foi descrito para um fragmento de 
dsDNA; entretanto, a mesma abordagem pode ser utilizada para detectar a 
ligação a uma molécula de DNA de fita simples (ssDNA) ou ao RNA. 

O EMSA também pode ser utilizado para monitorar a associação de múl- 
tiplas proteinas ao mesmo DNA. Cada uma dessas interações pode ser devida 
à ligação em uma sequência específica de DNA. Alternativamente, após uma 
interação inicial sequência-específica, a proteina subsequente pode ligar-se à 
primeira proteína ligada ao DNA. Em ambos os casos, quando uma proteina 
adicional se liga, ela reduz ainda mais a mobilidade do fragmento de DNA. 
Utilizar o EMSA desta maneira pode ser um método poderoso para identificar 
como uma série de proteínas interage de maneira interdependente com o 
DNA. Proteínas diferentes que se ligam à mesma sonda de DNA também po- 
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FIGURA 7-32 Mapa de interato- 
ma físico de S. cerevisiae. Aqui estão 
representados os resultados dos estudos 
de purificação por afinidade/espectrome- 
tria de massa de todas as proteinas de 
5. cerevisiae. A figura é, na verdade, com- 
posta por uma série de colunas de quadros 
indicando quais proteinas coprecipitam 
com uma dada proteina. Se uma proteina 
coprecipitar com a proteína “etiquetada”, 
o quadro será amarelo. Se não, o quadro 
será preto. Nesta visão, as proteínas que 
estão em um mesmo complexo foram 
agrupadas em ambos os eixos, vertical e 
horizontal; portanto, os complexos são ob- 
servados na diagonal, Um subconjunto de 
todos os complexos (muitos são discutidos 
em outras partes do texto) está marcado 
e representado na imagem aqui fornecida 
(Reproduzida, com permissão, de Collins 
S.R. et al. 2007. Mol. Cell. Proteom. 6 
439-450, Fig, 3b. © American Society for 
Biochemistry and Molecular Biology.) 
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FIGURA 7-33 Ensaio de alteração 
de mobilidade eletroforética. O prin 
cipio do ensaio da alteração da mobilida- 
de está demonstrado esquematicamente, 
Uma proteina é misturada a uma sonda 
de DNA marcada radioativamente que 
contém um sítio de ligação para essa pro- 
teina. A mistura é resolvida por eletrofore 
se em gel de poliacrilamida e visualizada 
por autorradiografia, O DNA não mistu- 
rado à proteina migra como uma única 
banda, correspondente ao tamanho do 
fragmento de DNA (canaleta da esquer- 
da), Na mistura DNA e proteina, uma pro- 
porção das moléculas de DNA (mas nem 
todas, em função das concentrações util 
zadas) liga-se à molécula proteica. Assim, 
duas bandas são visualizadas na canaleta 
da direita, uma corresponde ao DNA livre 
ea outra corresponde aos fragmentos de 
DNA complexados à proteina. 
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FIGURA 7-34 Footprinting com 
proteção contra nuclease. Os asteriscos 
representam as marcações radioativas nas 
extremidades dos fragmentos de DNA, as 
setas indicam os sítios de clivagem pela 
DNase e os circulos vermelhos represen- 
tam o repressor Lac ligado ao operador. 
À esquerda, as moléculas de DNA, cliva- 
das ao acaso pela DNase, estão separadas 
de acordo com seu tamanho, por eletro- 
forese em gel. À direita, as moléculas de 
DNA são inicialmente ligadas ao repressor 
e só então são submetidas ao tratamento 
com DNAse. A proteção (footprint) está 
indicada à direita e corresponde ao con- 
junto de fragmentos gerados, após a cli- 
vagem pela DNase no DNA livre, mas não 
no DNA ligado ao repressor. No segundo 
caso, esses sítios estão inacessíveis, pois 
fazem parte da sequência do operador e, 
portanto, estão cobertos pelo repressor. 
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dem ser distinguidas porque proteínas de tamanhos diferentes afetarão a mo- 
bilidade do DNA de formas diferentes - quanto maior a proteína, mais lenta 
a migração. Se duas proteínas causarem uma alteração igual, então um segun- 
do método pode ser utilizado para distinguir qual delas está ligada. A adição 
de um anticorpo contra uma proteína causará uma “superalteração” se essa 
proteína estiver associada com o DNA. Portanto, ao adicionar um anticorpo 
contra uma potencial proteína ligante, a presença da proteína no complexo 
proteína-DNA poderá ser avaliada. 

Um ponto fraco do EMSA é que ele não revela intrinsecamente em que 
sequência do DNA a proteina se liga. Dois tipos de experimentos adicionais 
podem ser realizados para identificar o sítio de ligação da proteína na sonda 
de DNA. Uma abordagem é adicionar um excesso de oligômeros curtos de 
dsDNA à proteína antes de sua incubação com a sonda de DNA. Se o sítio de 
ligação da proteína estiver presente no oligômero, então a proteina se ligará 
ao oligômero de dsDNA em vez de se ligar à sonda de DNA específica. Alter- 
nativamente, pode-se introduzir mutações na sonda de DNA para avaliar seus 
efeitos na ligação da proteína. Embora essas abordagens possam ser realizadas 
sem o conhecimento de potenciais sítios de ligação, na maioria dos casos, ex- 
perimentos prévios ou a conservação de certas sequências de DNA na sonda 
de DNA ajudam a simplificar a escolha das sequências a serem testadas. 


Proteínas ligadas ao DNA o protegem da ação 
de nucleases e de modificações químicas 


Como um sítio de ligação de uma proteína ao DNA, pode ser mais facilmen- 
te identificado? Uma série de estratégias eficazes permite a identificação dos 
sítios em que as proteínas se ligam sobre o DNA e dos grupos químicos do 
DNA (metil, amino ou fosfato) que interagem com a proteína. O princípio 
básico desses métodos é o seguinte: se um fragmento de DNA for marcado 
com um átomo radioativo em uma extremidade de apenas uma fita, a lo- 
calização de qualquer quebra nessa fita pode ser deduzida pelo tamanho do 
fragmento marcado resultante. O tamanho, por sua vez, pode ser determina- 
do por eletroforese desnaturante de alta resolução em gel de poliacrilamida 
(semelhante aos géis utilizados para analisar os produtos do sequenciamento 
de DNA) seguida por detecção dos fragmentos de ssDNA marcados. Por razões 
que ficarão claras em seguida, esses métodos são geralmente chamados de 
footprinting de DNA. 

A mais comum dessas abordagens é o footprinting com proteção 
contra nuclease. Após a incubação do DNA com o DNA de extremidade 
marcada, os complexos resultantes são brevemente expostos a uma nuclease 
de DNA (geralmente a DNase I, que cliva uma fita do dsDNA-alvo). Sítios de 
DNA ligados a proteínas estão protegidos da clivagem pela nuclease, criando 
uma região de DNA sem sítios de clivagem (Fig. 7-34). O “footprinting” resul- 
tante é revelado pela ausência de bandas de tamanhos que correspondam 
ao sítio de ligação à proteína. O método de footprinting com proteção 
química baseia-se na capacidade de uma proteína ligada a um sítio de liga- 
ção no DNA protegê-lo contra reagentes químicos base-específicos que (após 
uma reação adicional) originam quebras no esqueleto de DNA. Em ambos os 
métodos, é importante que o número de sítios de clivagem de nuclease ou de 
modificações químicas seja titulado para ficar em torno de um por sonda de 
DNA. Isso ocorre porque apenas o sítio de clivagem que está mais próximo da 
extremidade marcada do DNA será detectado após a eletroforese em gel e a 
detecção do DNA marcado. 

A alteração da ordem dos dois primeiros passos origina um terceiro mé- 
todo, o footprinting com interferência química, que determina quais 
características da estrutura do DNA são necessárias para a ligação da proteina. 
Antes da adição da proteína ao DNA, realiza-se uma média de uma alteração 
química por DNA. O DNA modificado é incubado com a proteína de ligação 
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ao DNA, e os complexos proteína-DNA são isolados. Um método popular 
para separar o DNA ligado à proteína do DNA não ligado é utilizar o EMSA. 
Após a detecção do DNA marcado no gel de EMSA, o DNA alterado (ligado 
à proteína) e o não alterado (não ligado) podem ser facilmente separados. Se 
uma modificação em um determinado sítio não impedir a ligação da pro- 
teína, o DNA isolado do complexo irá conter essa modificação. Se, por outro 
lado, uma modificação impedir que a proteína reconheça o DNA, então ne- 
nhum DNA modificado no sítio será encontrado na amostra de DNA ligado 
à proteína. Assim como no ensaio de proteção química, os sítios de modifi- 
cação química são detectados pelo tratamento do DNA com reagentes que 
clivam o DNA em sítios de modificação química. 

Os reagentes utilizados para modificação química podem abordar aspec- 
tos muito específicos do DNA. Por exemplo, a substância química etilnitros- 
soureia (ENU) modifica especificamente os resíduos de fosfato no esqueleto 
de DNA. Outras substâncias químicas modificam especificamente certas bases 
nas fendas maior ou menor. Empregando diversos reagentes químicos, é pos- 
sível conhecer as interações específicas entre uma proteína e as bases e entre 
os fosfatos do esqueleto de açúcar-fosfato do DNA. 

O footprinting é um abordagem poderosa que identifica imediatamente o 
sítio do DNA ao qual uma proteína se liga; entretanto, como um grupo, esses 
métodos necessitam da ligação forte de uma proteína ao DNA. Em geral, para 
que um ensaio de footprinting de DNA seja efetivo, > 90% da sonda de DNA 
deve estar ligada à proteína. Este nível de ligação é necessário porque o ensaio 
de footprinting detecta a falta de um sinal (devido à proteção contra clivagem 
ou modificação do DNA) em vez do surgimento de uma nova banda. Esta si- 
tuação é contrária à que ocorre no método de EMSA, mais sensível, no qual a 
ligação da proteína ao DNA marcado resulta na formação de uma nova banda 
em uma região do gel que, na ausência de ligação da proteína, é desprovida de 
qualquer molécula de DNA, 


A imunoprecipitação da cromatina pode detectar 
a associação da proteína com o DNA na célula 


Embora os ensaios in vitro para a ligação entre proteína e DNA possam ser 
informativos, é geralmente importante determinar se uma proteína se liga a 
um determinado sítio do DNA em uma célula viva. Para qualquer proteína 
de ligação ao DNA, há vários sítios potenciais de ligação no genoma inteiro 
de uma célula. Apesar disso, em muitos casos, apenas um conjunto desses 
sítios será ocupado. Em algumas situações, a ligação de outras proteínas pode 
inibir a associação da proteína com um sítio potencial de ligação ao DNA. Em 
outros casos, a ligação de proteínas adjacentes pode ser necessária para uma 
ligação forte. Em ambos os casos, saber se uma proteína (p. ex., um regulador 
transcricional; ver Cap. 19) está ligada a um determinado sítio (p. ex., uma 
determinada região promotora) na célula pode ser uma evidência importante 
de que ela atua na regulação de algum evento ocorrendo nessa região (p. ex., 
ativação transcricional). 

A imunoprecipitação da cromatina, muitas vezes chamada simplesmente de 
ChIP (Chromatin Immuno Precipitation), é uma poderosa técnica para monitorar 
interações entre proteínas e ácidos nucleicos na célula. Em suma, a técnica é 
realizada da seguinte forma: adiciona-se formaldeído a células vivas, interligan- 
do o DNA a qualquer proteína ligada a ele e interligando proteínas fortemente 
ligadas a outras proteínas. A seguir, as células são lisadas e o DNA é fragmentado 
em segmentos pequenos (de 200 a 300 pb cada) por sonicação. Usando-se um 
anticorpo específico para a proteína de interesse (p. ex., um regulador de trans- 
crição), os fragmentos de DNA ligados a ela podem ser separados da maior parte 
do DNA da célula por imunoprecipitação (ou IP). Quando a imunoprecipitação 
é concluída, a interligação entre proteína e DNA é revertida, permitindo a análi- 
se das sequências de DNA que estão presentes na IP (Fig. 7-35). 
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FIGURA 7-35 Imunoprecipitação da cromatina (ChIP). 


A etapa mais importante de um experimento de ChIP é determinar se uma 
determinada região do DNA está ligada à proteína e, portanto, presente na IP. 
Isso pode ser realizado por uma de duas abordagens básicas. Para determinar 
se uma dada região de DNA (p. ex., um promotor) liga-se à proteína, é feita 
uma PCR, utilizando-se iniciadores destinados a amplificar a região alvo. Se a 
proteína estava ligada ao DNA no momento da interligação, a sequência esta- 
rá presente na IP e será amplificada. Existem dois controles importantes que 
são geralmente incluídos neste ensaio. Primeiro, são utilizados iniciadores de 
PCR complementares a uma outra região do DNA (uma região à qual se sabe 
que a proteína não se liga); nesse caso, não deve haver amplificação de DNA 
(Fig. 7-35). Segundo, antes de realizar a IP, uma pequena quantidade do DNA 
total é reservada, e os iniciadores teste e controle são utilizados para amplificar 
o DNA desta amostra não fracionada. Se os iniciadores da PCR amplificarem 
com a mesma eficiência, ambas as sequências deverão ser igualmente am- 
plificadas a partir desta população inicial de DNA. Este controle garante que 
quaisquer diferenças na extensão da amplificação por PCR do DNA da ChIP 
usando os dois conjuntos diferentes de iniciadores se devem a uma diferença 
em abundância e não à diferença na eficiência da PCR. 

Uma segunda abordagem para identificar as sequências de DNA associa- 
das a uma determinada proteína da célula consiste em utilizar microarranjos 
de DNA. Nesta abordagem, o DNA que está fixado, interligado, à proteina e 
o DNA total isolado da célula são marcados com dois fluoróforos diferentes 
(neste exemplo, vamos chamá-los de vermelho e verde, respectivamente). As 
duas populações são misturadas e hibridizadas ao microarranjo. Regiões com 
alta proporção de vermelho:verde representam sítios de ligação da proteina; 
as com baixa proporção de vermelho:verde são regiões que não estão ligadas. 
Esta abordagem é particularmente poderosa porque permite a investigação 
simultânea de genomas inteiros, e não é necessário qualquer conhecimento 
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prévio sobre os potenciais sítios de ligação. Como esta abordagem analisa 
amostras de DNA fracionadas por ChIP usando chips de DNA tipo microarran- 
jos, ela é comumente chamada de ChIP-Chip. 

Embora essa técnica seja muito eficaz e utilizada rotineiramente, ela apre- 
senta limitações que exigem atenção do pesquisador. Primeiro, como também 
acontece com o EMSA, a resolução da ChIP é limitada. Não é possível demons- 
trar que uma proteína está ligada em um determinado sítio curto específico, 
mas sim que ela está ligada em um sítio localizado em um fragmento de 200 
a 300 pb. Portanto, a ChIP é adequada para demonstrar que uma proteína re- 
guladora está ligada a montante de um gene e não de outro, mas isso não 
mostra exatamente em que local, a montante do gene, a proteina está ligada. 
Assim como acontece no EMSA, serão necessárias mutações no DNA para testar 
se uma proteina se liga a um sítio específico. Segundo, apenas proteínas para 
as quais há anticorpos disponíveis podem ser estudadas por ChIP. Ainda mais 
importante, as proteínas só podem ser identificadas se o epítopo (a região espe- 
cífica de uma proteína reconhecida por um anticorpo) relevante ficar exposto 
quando a proteína em questão é fixada junto com o DNA (e talvez com outras 
proteínas com as quais ela interage no gene). Um aspecto que aumenta ainda 
mais a complexidade é que, se uma determinada proteína não for detectada em 
um ambiente ou condição fisiológica, mas for identificada em outras condi- 
ções, a interpretação óbvia é de que a proteína em questão se liga na região do 
DNA em resposta a modificações nas condições ambientais. Mas uma explica- 
ção alternativa pode ser a de que a proteína em questão está ligada o tempo in- 
teiro, mas ainda assim seu epítopo está escondido por outra proteína, presente 
sob um determinado conjunto de condições mas não em outro. 

Tecnologias de genoma inteiro estão evoluindo rapidamente, e há um 
grande número de variações emergentes nos ensaios básicos de ChIP aqui 
descritos. Por exemplo, em uma abordagem chamada ChiP-Seg, o DNA imu- 
noprecipitado derivado de cromatina fixada e fragmentada é submetido ao 
sequenciamento direto de DNA, e as leituras de sequências de DNA são, en- 
tão, alinhadas na ordem genômica correspondente. A identificação frequente 
de sequências em um determinado sítio genômico é evidência para a ligação 
de proteína neste sítio. A ChiP-Seq é semelhante ao método de ChiP-Chip, 
mas às vezes é mais fácil porque evita a etapa de geração de microarranjos de 
genoma inteiro. É preciso apenas saber a sequência genômica do organismo/ 
célula sob investigação para mapear os sítios de ligação ao DNA. No Capítulo 
19, serão abordados esses métodos mais especializados de maneira mais deta- 
lhada no contexto de sua aplicação na identificação de reforçadores. 


Ensaios de captura de conformação cromossômica são 
utilizados para analisar interações de longo alcance 


Os cromossomos enovelam-se em várias formas tridimensionais, e essas es- 
truturas influenciam na estabilidade do genoma (Cap. 10), na segregação cro- 
mossômica (Cap. 8) e na regulação e atividade gênicas (Cap. 19). Interações 
de longo alcance ocorrem entre genes amplamente espaçados e seus elemen- 
tos reguladores correspondentes, alguns dos quais podem ser encontrados até 
várias megabases de distância. Em um exemplo, descrito de maneira mais de- 
talhada no Capítulo 21, o reforçador que controla a expressão do gene Sonic 
hedgehog no desenvolvimento de membros de embriões de mamíferos está 
localizado a cerca de 1 Mb de distância do sítio de início da transcrição do 
gene. A expressão depende da habilidade do reforçador remoto de transpor 
longas distâncias até o promotor do Sonic hedgehog. Ensaios de captura de 
conformação cromossômica (3C) podem ser utilizados para detectar tais inte- 
rações. O método, ilustrado na Figura 7-36, funciona como descrito a seguir: 
o tratamento de células intactas com formaldeído serve para ligar regiões ge- 
nômicas que interagem pela fixação das proteínas ao DNA e de proteínas 
a outras proteínas. A cromatina é, então, fragmentada pela clivagem com 
endonucleases de restrição ou por ruptura física, como a sonicação. O DNA 
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FIGURA 7-36 Esquema da captu- 
ra de conformação cromossômica. 
Ensaios de 3C envolvem três etapas bási- 
cas: (1) segmentos cromossòmicos intera- 
gentes são fixados com formaldeído, (2) o 
DNA é digerido, e (3) fragmentos de DNA 
fixados são ligados para gerar produtos 
que são amplficados e podem ser anali- 
sados posteriormente, 


resultante é submetido à ligação sob condições que favorecem a ligação in- 
tramolecular dos fragmentos de DNA associados. Neste ponto, a fixação é 
revertida e a mistura da ligação é purificada. Alternativamente, após a ligação, 
a mistura pode ser imunoprecipitada com um anticorpo específico que reco- 
nhece a proteína de interesse, como discutido na seção anterior. 

Ensaios de 4C e SC são variações do método de 3C que permitem detectar 
todas as interações cromossômicas com um ponto de ancoragem fixo no ge- 
noma. Em um exemplo marcante, essas abordagens foram utilizadas para es- 
tudar o “arquipélago de reforçadores” que regula o locus Hoxd. O agrupamen- 
to gênico HoxD está envolvido na organização de padrões de crescimento, 
em particular, de membros em desenvolvimento. À transcrição desses genes 
é coordenada em ondas, ativadas por sequências reguladoras localizadas a 
centenas de quilobases do agrupamento gênico. A primeira onda de expres- 
são ocorre durante o desenvolvimento inicial dos membros, controlada por 
um conjunto de reforçadores, enquanto um segundo conjunto de genes é 
expresso em uma onda posterior de transcrição que ocorre com a formação 
dos dígitos, controlada por outro conjunto de reforçadores. Usando técnicas 
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relacionadas à 3C, pesquisadores determinaram que vários reforçadores, dis- 
tribuídos em um intervalo de 800 kb, interagem com o promotor de Hoxd13. 


A seleção in vitro pode ser utilizada para identificar 
um sítio de ligação de proteína no DNA ou no RNA 


À medida que mais proteínas de ligação ao DNA são identificadas e com- 
preendidas, os motivos de aminoácidos associados à ligação em sequências 
específicas do DNA tornam-se relativamente fáceis de identificar (p. ex., mo- 
tivos de hélice-volta-hélice; ver Cap. 6). Apesar desses achados, o conheci- 
mento acerca destes domínios proteicos de ligação a ácidos nucleicos não 
evoluiu ao ponto de a sequência primária de aminoácidos de uma proteina 
ser suficiente para revelar a sequência de DNA à qual ela se liga. Ainda assim, 
essa informação é muito importante para identificar regiões potencialmente 
reguladoras que podem ser alvo de análises subsequentes. 

Como é possível identificar a sequência de DNA reconhecida por uma 
determinada proteina? Uma abordagem poderosa, chamada de seleção in 
vitro ou SELEX (Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment), 
envolve o uso da especificidade de sequência da proteína para triar uma bi- 
blioteca diversa de oligonucleotídeos. Ao caracterizar o DNA enriquecido, as 
sequências que se ligam fortemente à proteína podem ser identificadas. 

A primeira etapa desse método é a produção de uma grande biblioteca 
de oligonucleotídeos de ssDNA usando a síntese química de DNA (que foi 
descrita na primeira parte deste capítulo). É importante observar que as 10 à 
12 bases centrais desses oligonucleotídeos são randomizadas (pela adição de 
uma mistura de todos os quatro precursores de nucleotídeo a estas etapas da 
síntese de oligonucleotídeos). A região randomizada de cada nucleotídeo é 
flanqueada em ambos os lados por sequências definidas. Após a síntese da bi- 
blioteca de oligonucleotídeos, um iniciador curto é anelado à extremidade 3 
definida dos oligonucleotídeos e estendido para converter a biblioteca de ssD- 
NA randomizado em uma biblioteca de dsDNA randomizado. 

O enriquecimento em oligonucleotídeos que se ligam à proteina de inte- 
resse pode ser realizado pelo uso de métodos semelhantes aos já discutidos. 
Após a incubação da proteína com a biblioteca de oligonucleotídeos, a reação 
inteira pode ser separada em um EMSA. O DNA no complexo de migração alte- 
rada estará altamente enriquecido para sequências de DNA que se ligam forte- 
mente à proteína. Alternativamente, se um anticorpo que reconhece a proteína 
de interesse estiver disponível, uma imunoprecipitação semelhante ao ensaio 
de ChIP pode ser utilizada para separar proteína e DNA ligado de DNA não 
ligado. Independentemente do mecanismo de enriquecimento, a PCR é, então, 
utilizada para amplificar o DNA ligado (usando oligonucleotídeos curtos que 
hibridizam às regiões terminais não randomizadas da biblioteca de dsDNA). 
Esta etapa de amplificação é necessária porque apenas uma pequena porcenta- 
gem dos oligonucleotídeos iniciais se ligará à proteína. A repetição das etapas 
de enriquecimento e amplificação enriquecerá ainda mais para sequências que 
estão mais fortemente ligadas à proteína de interesse (Fig. 7-37). Em geral, são 
realizadas de três a cinco rodadas de enriquecimento para identificar sequên- 
cias de DNA que estão mais fortemente associadas à proteina de interesse. 

A especificidade da proteína pela sequência de DNA pode ser determi- 
nada pelo sequenciamento de um conjunto dos DNAs enriquecidos. Geral- 
mente, apenas um conjunto de sequências de uma região randomizada será 
conservado, porque a maioria das proteínas de ligação ao DNA não reconhece 
mais do que seis ou sete nucleotídeos. A análise computacional geralmente 
é utilizada para auxiliar na identificação das sequências mais conservadas. 
A sequência final de bases pode ser representada por um logotipo de sequên- 
cia, no qual o tamanho dos caracteres G, A, T ou C representa a frequência da 
ocorrência de cada nucleotídeo na biblioteca de oligonucleotídeos enriqueci- 
dos (Fig. 7-38). 
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FIGURA 7-37 Esquema da seleção 
in vitro. Uma biblioteca combinatória de 
DNA, na qual as 10 a 12 bases centrais 
são randomizadas, é ligada à proteina 
de interesse. O DNA ligado à proteina é 
separado do DNA não ligado usando um 
EMSA. O DNA ligado é eluído do gel e 
submetido à PCR com iniciadores direcio- 
nados contra as regiões constantes que 
fianqueiam as regiões randomizadas do 
DNA. Estas sequências são submetidas 
a mais dois a cinco ciclos de ligação e 
enriquecimento para identificar a maior 
afinidade 
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FIGURA 7-38 Logotipo de sequên- 
cia SELEX. A seleção in vitro foi utilizada 
para isolar RNAs que se ligam à proteina 
repressora da transcrição RB69 RegA. 
A imagem mostra o logotipo de sequên- 
cias selecionadas. A altura da letra é pro- 
porcional à frequência de cada base na 
posição, com a base de maior frequência 
no topo. (Reproduzida, com permissão, de 
Dean TR. et al. 2005. Virology 336:26-36, 
Fig. 4a. © Elsevier) 
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QUESTÕES 


Para respostas de questões de número par, ver Apêndice 2: Respostas. 


Questão 1, Como o DNA migra através de um gel quando 
um campo elétrico é aplicado para eletroforese? Explique sua 
resposta e como o DNA é visualizado após a eletroforese. 


Questão 2. A endonuclease de restrição, Xhol, reconhece a 
sequência 5/-CTCGAG-3 e cliva entre C e T em cada uma das 
fitas, 

A. Qual é a frequência calculada da ocorrência dessa sequên- 
cla em um genoma? 

B. A endonuclease de restrição, Sall, reconhece a sequência 
S'-GTCGAC-3' e cliva entre G e T em cada uma das fitas. 
Você acha que as extremidades coesivas geradas após a cli- 
vagem por Xhol e Sall poderiam ligar-se umas às outras? 
Explique sua resposta, 


Questão 3. Descreva resumidamente dois métodos para a 
marcação de uma sonda de DNA. 


Questão 4. Compare e trace um paralelo entre Southern blot 
e northern blot. 


Questão §. Vetores de clonagem plasmidiais são especial- 
mente projetados para conter várias características que são 
úteis para clonagem e expressão. Em uma ou duas frases, des- 
creva o papel de cada uma das seguintes características: origem 
de replicação, sítios de reconhecimento de enzimas de restri- 
ção, marca de seleção e promotor. 


Questão 6. Explique como uma biblioteca de DNA genô- 
mico difere de uma biblioteca de cDNA. Qual é a vantagem de 
utilizar uma biblioteca de cDNA? 


Questão 7. Os períodos de tempo e as temperaturas a se- 
guir são um exemplo das etapas da PCR. Você pode usar a 
Figura 7-12 para ajudá-lo a responder as seguintes questões: 
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A. Por que a primeira etapa é realizada a 94°C? 
B. O que acontece na reação quando a temperatura é altera- 
da para 55°C durante a ciclagem? 


C. Durante a ciclagem, o que ocorre quando a temperatura 
está em 72°C? 


Questão 8. Descreva a base para a separação de proteínas 
por cromatografias de troca iônica, de gel filtração e coluna 
de afinidade. 


Questão 9. Explique o motivo para a adição de SDS a amos- 
tras de proteínas para eletroforese em gel de poliacrilamida. 


Questão 10. Três ensaios para testar as interações entre pro- 

teínas e DNA são o ensaio de alteração de mobilidade eletrofo- 

rética (EMSA), o footprinting de DNA e a Imunoprecipitação de 
cromatina (ChIP). 

A. Em um ensaio de footprinting de DNA, explique por que 
apenas uma das fitas do DNA pode ser marcada em sua 
extremidade para que o experimento funcione. 

B. Seguindo a etapa de imunoprecipitação em uma imuno- 
precipitação de cromatina (ChIP), explique como iden- 
tificar as sequências de DNA que permanecem ligadas à 
proteína de interesse. 


Questão 11. Você decide realizar o sequenciamento dide- 
soxi em um produto de PCR. Você adiciona o iniciador ade- 
quado, marcado com “P, DNA-polimerase, molde de DNA 
(o produto para a PCR), tampão, mistura de dNTPs e uma pe- 
quena quantidade de um dos quatro ddNTPs a quatro tubos 
de reação. Você corre as reações no termociciador, aplica cada 
reação em uma canaleta separada de gel de poliacrilamida e se- 


para os produtos por eletroforese em gel. Na figura a seguir, as 
canaletas estão marcadas de acordo com o ddNTP adicionado. 


SOATP dTTP ddCTP GTP C D 


A. Qual é a sequência da fita-molde? Identifique as extremi- 
dades 5'e 3". 

B. Suponha que você adicionou acidentalmente 10 vezes 
mais ddGTP à reação da canaleta 4. Que efeito isso teria 
no padrão de bandas dessa canaleta? 

C. Na canaleta 5, desenhe o que você esperaria ver se pre- 
parasse uma reação usando uma mistura de nucleotídeos 
contendo apenas dATP, dTTP, dCTP e dGTP. 

D. Na canaleta 6, desenhe o que você esperaria ver se pre- 
parasse uma reação usando uma mistura de nucleotídeos 
contendo apenas ddATP, dTTP, dCTP e dGTP. 


Questão 12. Você quer caracterizar a expressão de um 
gene de Drosophila melanogaster durante o desenvolvimento, 
Você isola o mRNA de embriões e moscas adultas e realiza um 
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northern blot usando uma sonda de DNA marcada especifica- 
mente para o mRNA do Gene Z, um gene necessário para o 
desenvolvimento. Os resultados estão apresentados a seguir: 


Northem blot Adulto Western blot Adulto 
embrião (macho) embrião (macho) 

+ + 

Sondado com fragmento central Anticorpo contra a extremidade 
do cDNA da ProteinaZ  carboxterminal da Proteina Z 


Intrigado, você isola a proteína Z de embriões e moscas 
adultas e realiza um wester blot usando um anticorpo contra a 
extremidade carboxiterminal da proteína. Os resultados estão 
apresentados no gel acima, à direita. Você se surpreende ao 
encontrar apenas uma banda do mesmo tamanho molecular 
em embriões e moscas adultas. 

A. Proponha uma hipótese para explicar esses resultados. 

B. Proponha uma modificação para a estratégia experimen- 
tal de western blot que permitiria que você testasse a sua 
hipótese. Suponha que você tem acesso a todos os reagen- 
tes necessários. 
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noma de uma geração celular para outra. Nos Capítulos 8 a 12, vamos 


A PARTE 3 É DEDICADA AOS PROCESSOS que propagam, mantêm e alteram o ge- 
examinar o seguinte: 


* Como as grandes moléculas de DNA, que compõem os cromossomos de 
organismos eucariotos, são compactadas no núcleo? 

* Como o DNA é totalmente replicado durante o ciclo celular, e como isso 
é realizado com alta fidelidade? 

* Como o DNA é protegido de danos espontâneos e ambientais, e como 
uma lesão, uma vez estabelecida, é revertida? 


* Como as sequências de DNA são trocadas entre os cromossomos em pro- 
cessos conhecidos como recombinação e transposição, e quais são os pa- 
péis biológicos desses processos? 


Ao responder essas questões, será visto que a molécula de DNA está sujeita 
tanto a processos conservativos, que atuam para mantê-la inalterada de ge- 
ração a geração, como a outros processos que geram alterações profundas no 
material genético, ajudando a guiar a diversidade e a evolução dos organismos. 

Inicia-se, no Capítulo 8, pela descrição de como as grandes moléculas de 
DNA que compõem os cromossomos variam em sua organização e tamanho 
entre diferentes organismos. O grande comprimento do DNA cromossômico 
requer que ele seja empacotado em um formato mais compacto para se aco- 
modar dentro da célula. A forma compactada do DNA é chamada cromatina. 
Ser compactado dessa maneira reduz o comprimento dos cromossomos, mas 
ao mesmo tempo altera a acessibilidade e o comportamento do DNA. Além 
disso, a cromatina pode ser modificada para aumentar ou diminuir o aces- 
so ao DNA. Essas alterações contribuem para assegurar que o DNA replique, 
recombine e seja transcrito no momento exato e no local correto. O Capí- 
tulo 8 introduz os componentes histônicos e não histônicos da cromatina, 
a estrutura da cromatina e as enzimas que ajustam a acessibilidade do DNA 
cromossômico. 

A estrutura do DNA sugeriu um mecanismo de como o material genético 
é duplicado. O Capítulo 9 descreve esse mecanismo de duplicação de maneira 
detalhada. São descritas as enzimas que sintetizam o DNA e as maquinarias 
moleculares complexas que permitem a replicação simultânea de ambas as 
fitas do DNA. Discute-se, também, como o processo de replicação do DNA é 
iniciado, e como esse evento é cuidadosamente regulado pelas células para 
garantir que o número cromossômico correto seja mantido. 

No entanto, o mecanismo de replicação não é infalível. Cada ciclo de re- 
plicação insere erros que, se não forem corrigidos, resultarão em mutações nas 
moléculas-filhas de DNA. Além disso, o DNA é uma molécula frágil que sofre 
lesões espontâneas ou provocadas por produtos químicos e radiação. Essas le- 
sões devem ser detectadas e corrigidas, a fim de evitar o rápido acúmulo de 
uma carga inaceitável de mutações. O Capítulo 10 é dedicado aos mecanismos 
que detectam e corrigem as lesões no DNA. Os organismos, desde as bactérias 
até os seres humanos, possuem mecanismos semelhantes e, com frequência, 
altamente conservados, para preservar a integridade de seu DNA. As falhas 
nesses sistemas resultam em consequências catastróficas, como o câncer. 

Os dois capítulos finais da Parte 3 revelam um aspecto complementar do 
metabolismo do DNA. Ao contrário dos processos conservativos de replicação 
e reparo, que preservam o material genético com alterações mínimas, os pro- 
cessos considerados nesses capítulos provocam novos rearranjos nas sequên- 
cias de DNA. O Capítulo 11 dedica-se à recombinação homóloga — processo 
de quebra e religação pelo qual cromossomos bastante semelhantes (homó- 
logos) trocam segmentos equivalentes de DNA. A recombinação homóloga, 
que permite a geração de diversidade genética e a substituição de sequências 
perdidas ou defeituosas, é um dos principais mecanismos de reparo de mo- 
léculas de DNA rompidas. São descritos modelos de processos de recombina- 
ção homóloga, bem como o fascinante conjunto de motores moleculares que 
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buscam sequências homólogas entre as moléculas de DNA para, então, criar e 
resolver os intermediários previstos pelos modelos propostos. 

Por fim, o Capítulo 12 apresenta dois tipos especializados de recombi- 
nação, conhecidos como recombinação sítio-específica e transposição. Esses 
processos levam ao acúmulo de uma enorme quantidade de determinadas se- 
quências no genoma de diversos organismos, incluindo seres humanos. Serão 
discutidos os mecanismos moleculares e as consequências biológicas dessas 
formas de permuta de material genético. 


FOTOGRAFIAS DOS ARQUIVOS DO COLD 
SPRING HARBOR LABORATORY 
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canismos básicos de reparo de maus 
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bre telômeros. Blackburn descobriu as sequências repetidas características 
dos telômeros, nas extremidades dos cromossomos. Mais tarde, como aluna 
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gem no interior da célula. Blackburn e Greider, juntamente com Jack Szostak, 
ganharam o Prêmio Nobel de Fisiologia ou Medicina em 2009. 


Arthur Kornberg, 1978 Simpósio sobre o Matthew Meselson, 1968 Simpósio sobre replicação do 
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experimentos demonstraram que um molde de meira enzima de restrição, publicada no ano em que esta 
DNA era necessário para a síntese de um novo foto foi tirada. Além disso, ele é muito conhecido por seu 
DNA, confirmando o modelo para a replicação trabalho voltado para a prevenção da produção e do uso de 
do DNA proposto por James Watson e Francis armas químicas e biológicas. 

Crick. Por esse trabalho, Kornberg dividiu com 

Severo Ochoa o Prêmio Nobel de Fisiologia ou 

Medicina de 1959. 


Barbara McClintock e Robin Holliday, 1984 Simpósio sobre recombi- 
nação em nível de DNA. McClintock propôs a existência de transposons 
para justificar os resultados de seus estudos genéticos com milho, realiza- 
dos durante a década de 1940 (Cap. 12); o Prêmio Nobel de Fisiologia ou 
Medicina em reconhecimento ao seu trabalho veio mais de 30 anos de- 
pois, em 1983. Holliday propôs o modelo fundamental de recombinação 
homóloga que leva seu nome (Cap. 11). 


Franklin Stahl e Max Delbrück, 1958 Simpósio sobre a troca de ma- 
terial genético: mecanismos e consequências. Stahl, juntamente com 
Matt Meselson (ver fotografia na página anterior), demonstrou que o 
DNA é replicado por um mecanismo semiconservativo. Este famoso ex- 
perimento foi também conhecido como “o experimento mais belo em 
biologia” (Cap. 2), Posteriormente, Stahl contribuiu muito para o conheci- 
mento sobre a recombinação homóloga (Cap. 11). Delbrück foi o influen- 
te cofundador do chamado "Grupo dos Fagos” - um grupo de cientistas 
que passava os verões no Cold Spring Harbor Laboratory e desenvolveu 
o bacteriófago como o primeiro sistema-modelo de biologia molecular 
(Apêndice 1). 
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CAPÍTULO 8 


ONE 


Estrutura do 
Genoma, Cromatina 
e Nucleossomo 


tro da célula, no entanto, o DNA está associado a proteínas, e cada 

molécula de DNA com suas proteínas associadas é chamada de cro- 
mossomo. Essa organização é válida para células procarióticas, eucarióticas 
e, até mesmo, para os vírus. A compactação do DNA em cromossomos serve 
para várias funções importantes. Primeiro, o cromossomo é uma forma com- 
pactada do DNA que se ajusta dentro da célula. Segundo, a compactação do 
DNA em cromossomos serve para proteger o DNA de lesões. As moléculas 
de DNA completamente expostas são relativamente instáveis nas células. Em 
contrapartida, o DNA cromossômico é extremamente estável. Terceiro, ape- 
nas o DNA compactado em um cromossomo pode ser transmitido de maneira 
eficiente para ambas as células-filhas quando uma célula se divide. Por fim, 
o cromossomo confere organização geral para cada molécula de DNA. Essa 
organização regula a acessibilidade do DNA e, consequentemente, todos os 
eventos da célula que envolvem o DNA. 

Metade da massa molecular de um cromossomo eucariótico é proteína. Em 
células eucarióticas, uma determinada região de DNA com suas proteínas asso- 
ciadas é chamada de cromatina, e a maioria das proteínas associadas consiste 
em pequenas proteínas básicas chamadas histonas. Embora bem menos abun- 
dantes, outras proteínas, com frequência denominadas proteínas não histô- 
nicas, também estão associadas aos cromossomos eucarióticos. Essas proteínas 
incluem diversas proteínas de ligação ao DNA que regulam a transcrição, a 
replicação, o reparo e a recombinação do DNA celular. Cada um desses tópicos 
será discutido de maneira detalhada nos próximos cinco capítulos. 

O componente proteico da cromatina realiza outra função essencial: a 
compactação do DNA. O cálculo a seguir esclarece a importância dessa fun- 
ção. Uma célula humana contém 3 x 10° pb por conjunto haploide de 
cromossomos. Como se aprendeu no Capítulo 4, a espessura média de cada 
par de bases é de 3,4 À. Portanto, se as moléculas de DNA de um conjunto 
haploide de cromossomos fossem esticadas de ponta a ponta, o comprimento 
total do DNA seria de cerca de 10" À, ou 1 m! Para uma célula diploide (como 
são, em geral, as células humanas), esse comprimento é duplicado para 2 m. 
Como o diâmetro de um núcleo típico de célula humana é de apenas 10 à 
15 um, é óbvio que o DNA deve ser compactado em várias ordens de magni- 
tude para se acomodar em um espaço tão pequeno. Como se consegue isso? 


N: CAPÍTULO 4, A ESTRUTURA DO DNA foi considerada isoladamente. Den- 
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Grande parte da compactação nas células humanas (e em todas as de- 
mais células eucarióticas) é resultado da associação regular do DNA com as 
histonas, formando estruturas denominadas nucleossomos. A formação de 
nucleossomos é a primeira etapa em um processo que permite o dobramento 
do DNA em estruturas muito mais compactas, que reduzem o comprimento 
linear em cerca de 10.000 vezes. No entanto, a compactação do DNA possui 
um custo associado. À associação do DNA às histonas e a outras proteínas de 
empacotamento reduz o acesso ao DNA. Essa acessibilidade reduzida pode 
interferir nas proteínas que direcionam a replicação, o reparo, a recombina- 
ção e, talvez mais significativamente, a transcrição do DNA. As células eu- 
carióticas exploram as propriedades inibidoras da cromatina para regular a 
expressão gênica e muitos outros eventos que envolvem o DNA. Alterações 
em nucleossomos individuais permitem a interação de regiões específicas do 
DNA cromossômico com outras proteinas. Essas alterações são promovidas 
por enzimas que modificam e remodelam o nucleossomo. Esses processos são 
dinâmicos e localizados, permitindo que as enzimas e as proteínas regula- 
doras acessem diferentes regiões do cromossomo em momentos diferentes. 
Portanto, o entendimento da estrutura dos nucleossomos e da regulação de 
suas associações ao DNA é fundamental para a compreensão da regulação da 
maioria dos eventos que envolvem o DNA das células eucarióticas. 

Embora as células procarióticas tenham genomas menores, a necessidade 
de compactar seu DNA ainda é significativa. A bactéria Escherichia coli deve 
compactar seu cromossomo, de aproximadamente 1 mm, em uma célula que 
apresenta apenas 1 um de extensão. A compactação do DNA procariótico está 
menos clara. As bactérias não possuem histonas ou nucleossomos, por exem- 
plo, mas possuem outras proteínas, pequenas e de caráter básico, que podem 
desempenhar funções semelhantes. Neste capítulo, serão discutidos os cro- 
mossomos e a cromatina de células eucarióticas, que já foram bem estudados. 
Em primeiro lugar, serão consideradas as sequências de DNA presentes nos 
cromossomos de diferentes organismos, dando particular atenção às alterações 
no conteúdo de material codificador. A seguir, serão discutidos os mecanismos 
gerais que asseguram a precisão na transmissão dos cromossomos no momen- 
to da divisão celular. O restante do capítulo apresentará a estrutura e a regu- 
lação da cromatina eucariótica e sua unidade fundamental, o nucleossomo. 


SEQUÊNCIA DO GENOMA E 
DIVERSIDADE CROMOSSÔMICA 


Antes de discutir a estrutura dos cromossomos de maneira detalhada, é im- 
portante entender as características das moléculas de DNA, que constituem o 
alicerce dos cromossomos. O sequenciamento recente dos genomas de milha- 
res de organismos forneceu uma imensa quantidade de informações sobre a 
constituição dos DNAs cromossômicos e sobre como suas características fo- 
ram modificadas, à medida que a complexidade dos organismos aumentou. 


Os cromossomos podem ser circulares ou lineares 


A visão tradicional diz que as células procarióticas têm um cromossomo cir- 
cular único, enquanto as células eucarióticas têm múltiplos cromossomos li- 
neares (Tab. 8-1). No entanto, essa visão foi desafiada conforme se estudou 
mais organismos procarióticos. Embora os procariotos mais estudados (como 
E. coli e Bacillus subtilis) possuam, de fato, um cromossomo circular, hoje há 
inúmeros exemplos de células procarióticas que possuem múltiplos cromos- 
somos, cromossomos lineares ou, até mesmo, ambos. Em contrapartida, todas 
as células eucarióticas têm cromossomos múltiplos e lineares. Dependendo 
do organismo eucariótico, o número de cromossomos varia de 2 até quase 
50 e, em raras ocasiões, pode chegar a milhares (p. ex., no macronícieo do 
protozoário Tetrahymena) (ver Tab. 8-1). 
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TABELA 8-1 Variação na composição cromossômica em diferentes organismos 


Número de Número de cópias Formato do(s) Tamanho do 
Espécies cromossomos dos cromossomos  cromossomo(s) genoma (Mb) 
Procariotos 
Mycoplasma genitalium 1 1 Circular 0,58 
Escherichia coli K-12 1 1 Circular 46 
Agrobacterium tumefaciens 4 1 3 circulares, 1 linear 5,67 
Sinorhizobium meliloti 3 1 Circular 67 
Eucariotos 
Saccharomyces cerevisiae (levedura de 16 10u42 Lineares na 
brotamento) 
Schizosaccharomyces pombe (levedura 3 1ou2 Lineares 125 
de fissão) 
Caenorhabditis elegans (nematódeo) 6 2 Lineares 97 
Arabidopsis thaliana (planta) 5 2 Lineares 125 
Drosophila melanogaster 4 2 Lineares 180 
(mosca-da-fruta) 
Tetrahymena thermophilus (protozoário) 5 2 Lineares 125 
Micronúcieo 
Macronúcieo 225 10a 10.000 Lineares 
Fugu rubripes (peixe) 22 2 Lineares 393 
Mus musculus (camundongo) 19+Xey 2 Lineares 2.600 
Homo sapiens m+Xey 2 Lineares 3.200 


Cromossomos circulares e lineares apresentam desafios específicos que 
devem ser superados para permitir a manutenção e a replicação do genoma. 
Cromossomos circulares necessitam de topoisomerases para separar as molé- 
culas-filhas após sua replicação. Sem essas enzimas, as duas moléculas-filhas 
continuariam entrelaçadas, ou concatenadas, uma com a outra após a repli- 
cação (ver Cap. 4, Fig. 4-23). Por outro lado, o DNA das extremidades dos cro- 
mossomos eucarióticos lineares deve ser protegido de enzimas que normal- 
mente degradam as extremidades do DNA e sofrem uma série de dificuldades 
durante a replicação do DNA, como será visto no Capítulo 9. 


Cada célula mantém um número 
característico de cromossomos 


Em geral, as células procarióticas possuem apenas uma cópia completa de 
seu(s) cromossomo(s), que está empacotada em uma estrutura chamada mu- 
cleoide (Fig. 8-1b). Entretanto, quando as células procarióticas estão se divi- 
dindo rapidamente, porções do cromossomo em processo de replicação estão 
presentes em duas e, algumas vezes, até em quatro cópias. Frequentemente, 
os procariotos também apresentam um ou mais DNAs circulares indepen- 
dentes e menores, chamados plasmídeos. Ao contrário do DNA cromossô- 
mico, que é maior, os plasmídeos, normalmente, não são essenciais para a 
multiplicação bacteriana. Em vez disso, eles possuem genes que conferem 
características desejáveis à bactéria, como a resistência a antibióticos. Pode-se 
dizer também que, ao contrário do DNA cromossômico, os plasmídeos estão 
presentes com frequência em várias cópias completas por célula. 

A maioria das células eucarióticas é diploide; ou seja, elas contêm duas 
cópias de cada cromossomo (ver Fig. 8-1c). As duas cópias de um determinado 
cromossomo são chamadas de homólogos - cada um derivado de um parental. 
No entanto, nem todas as células em um organismo eucariótico são diploides; 
um subconjunto de células eucarióticas pode ser haploide ou poliploide. Células 
haploides contêm uma única cópia de cada cromossomo e estão envolvidas 
na reprodução sexual (p. ex., espermatozoides e óvulos são células haploides). 
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FIGURA 8-1 Comparação entre 
células procarióticas e eucarióticas 
típicas. (a) O diâmetro das células euca- 
rióticas pode variar entre 10 e 100 pm. 
A célula procariótica típica possui cerca de 
1 um de comprimento. (b) O DNA cro- 
mossômico procariótico está localizado 
no nucieoide e ocupa uma porção signifi- 
cativa da região interna da célula, Ao con- 
trário do núcleo eucariótico, o nucleoide 
não está separado do restante da célula 
por uma membrana. Os DNAs plasmidiais 
estão mostrados em vermelho. (c) Os 
cromossomos eucarióticos estão localiza- 
dos no núcleo que é delimitado por uma 
membrana. Células haploides (1 cópia) e 
diploides (2 cópias) são distinguidas pelo 
número de cópias de cada cromossomo 
presente no núcleo, (Adaptada, com per- 
missão, de Brown TA. 2002, Genomes, 
2nd ed., p. 32, Fig. 2.1. © BIOS Scient- 
fic Publishers com permissão de Taylor & 
Francis) 
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Células poliploides possuem mais de duas cópias de cada cromossomo. Na 
verdade, alguns organismos mantêm a maioria de suas células adultas em estado 
poliploide. Em casos extremos, pode haver centenas ou até milhares de cópias 
de cada cromossomo. Este tipo de amplificação global do genoma permite que a 
célula produza grandes quantidades de RNA e, consequentemente, de proteína. 
Por exemplo, os megacariócitos são células poliploides especializadas (com cer- 
ca de 28 cópias de cada cromossomo) que produzem milhares de plaquetas, as 
quais são desprovidas de cromossomos mas são um componente essencial do 
sangue humano (há cerca de 200.000 plaquetas por mililitro de sangue). Ao se 
tornarem poliploides, os megacariócitos podem manter o alto nível metabólico 
necessário para produzir grandes quantidades de plaquetas. A segregação de um 
número tão grande de cromossomos é difícil; portanto, as células poliploides 
normalmente não sofrem divisão celular. Independentemente do número, os 
cromossomos eucarióticos estão sempre confinados dentro de uma organela de- 
limitada por uma membrana, chamada núcleo (ver Fig. 8-10). 


O tamanho do genoma está relacionado 
com a complexidade do organismo 


O tamanho do genoma (o comprimento do DNA associado a um conjunto ha- 
ploide de cromossomos) varia muito entre diferentes organismos (Tab. 8-2). 
Como um número maior de genes é necessário para direcionar a formação de 
organismos mais complexos (pelo menos quando são comparados bactérias, 
eucariotos unicelulares e eucariotos multicelulares; ver Cap. 21), não surpre- 
ende que o tamanho do genoma esteja relativamente relacionado à comple- 
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TABELA 8-2 Comparação da densidade gênica dos genomas de diferentes organismos. 
Tamanho do Número aproximado Densidade gênica 


Espécies genoma (Mb) de genes (genes/Mb) 
Procariotos (bactérias) 
Mycoplasma genitalium 0,58 500 860 
Streptococcus pneumoniae 22 2300 1.060 
Escherichia coli K12 46 4.400 950 
Agrobacterium tumefaciens 57 5.400 960 
Sinorhizobium meliloti 87 6.200 930 
Eucariotos 
Fungos 
Saccharomyces cerevisiae 12 5.800 480 
Schizosaccharomyces pombe 12 4.900 410 
Protozoários 
Tetrahymena thermophila 125 27.000 220 
Invertebrados 
Caenorhabditis elegans 103 20.000 190 
Drosophila melanogaster 180 14.700 82 
Ciona intestinalis 160 16.000 100 
Locusta migratoria 5.000 nd nd 
Vertebrados 
Fugu rubripes (baiacu) 393 22.000 56 
Homo sapiens 3.200 20.000 625 
Mus musculus (camundongo) 2.600 22.000 as 
Plantas 
Arabidopsis thaliana 120 26.500 220 
Oryza sativa (arroz) 430 ~45.000 ~100 
Zea mays (milho) 2.200 > 45.000 >20 
Triticum aestivum (trigo) 16.000 nd nd 
Fritillaria assyriaca (tulipa) ~120.000 nd nd 


nd, não determinado. 


xidade aparente do organismo. Assim, em geral, células procarióticas têm ge- 
nomas menores do que 10 Mb. Os genomas de eucariotos unicelulares são, 
normalmente, menores que 50 Mb, embora os protozoários mais complexos 
possam apresentar genomas maiores que 200 Mb. Os organismos multice- 
lulares apresentam genomas ainda maiores, que podem alcançar tamanhos 
superiores a 100.000 Mb. 

Embora exista uma correlação relativa entre o tamanho do genoma e à 
complexidade do organismo, ela está longe de ser perfeita. Vários organis- 
mos de complexidades aparentemente semelhantes possuem genomas com 
tamanhos muito diferentes: uma mosca-da-fruta tem um genoma aproxima- 
damente 25 vezes menor que o de um gafanhoto, e o genoma do arroz é 
cerca de 40 vezes menor que o genoma do trigo (ver Tab. 8-2). Esses exemplos 
destacam que o número de genes, em vez do tamanho dos genomas, está 
mais correlacionado à complexidade do organismo. Isso fica claro quando a 
densidade gênica relativa de diferentes genomas é analisada. 


O genoma de E. coli é quase inteiramente composto por genes 


Grande parte do único cromossomo da bactéria E. coli codifica proteinas ou 
RNAs estruturais (Fig. 8-2). A maioria das sequências não codificadoras está 
envolvida na regulação da transcrição dos genes (como será visto no Cap. 18). 
Como frequentemente um único sítio de iniciação da transcrição é utilizado 
para controlar a expressão de vários genes, até mesmo essas regiões reguladoras 
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FIGURA 8-2 Comparação da densidade gênica cromossômica para diferentes or- 
ganismos. Uma região de 65 kb de DNA, induindo o gene da subunidade maior da RNA-poli- 
merase (ANA-polimerase Il para as células eucarióticas), está ilustrada para cada organismo. Em 
cada caso, o DNA que codifica a RNA-polimerase está indicado em vermelho. O DNA codifica- 
dor de outros genes está indicado em verde, os introns de DNA, em roxo, o DNA repetitivo, em 
amareio, e o DNA intergênico único, em cinza, Observa-se que o número de genes incluidos na 
região de 65 kb diminui à medida que a complexidade do organismo aumenta. 


são mantidas em uma quantidade mínima no genoma. Um elemento funda- 
mental do genoma de E. coli não faz parte de um gene ou de uma sequência que 
regula a expressão gênica. A origem de replicação de E. coli é dedicada a direcio- 
nar a montagem da maquinaria de replicação (como será discutido no Cap. 9). 
Apesar de seu papel importante, essa região é muito pequena, ocupando apenas 
poucas centenas de pares de bases do genoma de 4,6 Mb de E. coli. 


Organismos mais complexos apresentam 
densidade gênica menor 


Como se explica a diferença drástica de tamanho do genoma nos organismos 
de complexidade aparentemente semelhante (como a mosca-da-fruta e o ga- 
fanhoto)? As diferenças estão amplamente relacionadas à densidade gênica. 
Uma medida simples de densidade gênica é o número médio de genes por 
megabase de DNA genômico. Por exemplo, se um organismo possui 5.000 
genes e um genoma com 50 Mb, então, a densidade gênica desse organismo é 
de 100 genes/Mb. Quando as densidades gênicas de organismos diferentes são 
comparadas, fica claro que organismos diferentes utilizam o potencial codifi- 
cador gênico do DNA com eficiências variáveis. Existe uma correlação inversa 
entre a complexidade do organismo e sua densidade gênica: quanto menos 
complexo o organismo, maior a sua densidade gênica. Por exemplo, as den- 
sidades gênicas mais elevadas são encontradas nos vírus, os quais, em alguns 
momentos, utilizam ambas as fitas do DNA para codificar genes sobrepostos. 
Embora a sobreposição de genes seja rara, a densidade gênica das bactérias é 
constantemente próxima a 1.000 genes/Mb. 

A densidade gênica nos organismos eucariotos é, de maneira consis- 
tente, menor e mais variável do que nos seus correspondentes procarióticos 
(ver Tab. 8-2). Entre os eucariotos, há tendência geral para a diminuição da den- 
sidade gênica à medida que aumenta a complexidade do organismo. O euca- 
rioto unicelular simples Saccharomyces cerevisiae possui uma densidade gênica 
próxima à dos procariotos (cerca de 500 genes/Mb). Em contrapartida, estima-se 
que o genoma humano apresente uma densidade gênica 50 vezes menor. Na 
Figura 8-2, a quantidade de sequências de DNA destinadas à expressão de um de- 
terminado gene conservado entre todos os organismos (a subunidade maior da 
RNA-polimerase) é comparada. Como se pode ver, há grande diferença na quan- 
tidade de DNA destinada à expressão de um gene, apesar do tamanho semelhan- 
te da proteína codificada. O que provoca esta redução na densidade gênica? 
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FIGURA 8-3 Representação es- 
quemática do processamento do 
RNA. A transcrição do pré-mRNA inicia 
na seta mostrada acima do éxon 1. Este 
transcrito primário é, então, processado 
(por splicing) para remover os introns não 
codificadores e gerar um RNA mensageiro 


(MRNA). 


MRNA maduro (sem introns) — 


Os genes correspondem apenas a uma pequena 
porção do DNA cromossômico de eucariotos 


Dois fatores contribuem para a reduzida densidade gènica observada em célu- 
las eucarióticas; aumento do tamanho gênico e aumento das regiões de DNA 
entre os genes, chamadas sequências intergênicas. A principal razão para 
que o gene seja maior em organismos mais complexos não está relacionada 
ao fato de a proteína ser, em média, maior ou de mais DNA ser necessário para 
codificar a mesma proteína; em vez disso, os genes que codificam as proteí- 
nas em eucariotos normalmente apresentam regiões codificadoras desconti- 
nuas. Essas regiões interespaçadas que não codificam proteínas, chamadas 
íntrons, são removidas do RNA após a transcrição em um processo chamado 
splicing do RNA (Fig. 8-3); o splicing do RNA será analisado de maneira deta- 
lhada no Capítulo 14. A presença de íntrons pode aumentar drasticamente o 
comprimento de DNA necessário para a codificação de um gene (Tabela 8-3). 
Por exemplo, o tamanho médio de uma região transcrita de um gene humano 
é de aproximadamente 27 kb (não confundir com densidade gênica), enquan- 
to o tamanho médio de uma região codificadora de proteínas de um gene 
humano é de 1,3 kb. Um cálculo simples revela que apenas 5% do tamanho 
médio de um gene humano codifica diretamente a proteína desejada. Os 95% 
restantes são compostos por íntrons. Em concordância com uma densidade 
gênica maior, os eucariotos mais simples apresentam quantidade de íntrons 
significativamente menor. Por exemplo, na levedura S. cerevisiae, apenas 3,5% 
dos genes possuem íntrons, e nenhum deles tem mais de 1 kb (ver Tab. 8-3). 


TABELA 8-3 Contribuição de introns e sequências repetidas para os diferentes genomas 


Densidade gênica Número médio de % de DNA 
Espécies (genes/Mb) introns por gene 
Procariotos (bactérias) 
Escherichia colik12 950 o <1 
Eucariotos 
Fungos 
Saccharomyces cerevisiae 480 0,04 34 
Invertebrados 
Caenorhabditis elegans 190 s 63 
Drosophila melanogaster 82 3 12 
Vertebrados 
Fugu rubripes 56 5 27 
Homo sapiens 625 5 46 
Plantas 
Arabidopsis thaliana 220 3 nd 
Oryza sativa (arroz) ~100 nd a 


nd, não determinado. 
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FIGURA 8-4 Organização e con- 
teúdo do genoma humano. O genoma 
humano é composto por vários tipos dife- 
rentes de sequências de DNA, e a maioria 
não codifica proteínas. Estão representa- 
das a distribuição e a quantidade de cada 
um dos vários tipos de sequências. (Adap- 
tada de Brown TA. 2002. Genomes, 2nd 
ed., p. 23, Quadro 1.4. © BIOS Scientific 
Publishers com permissão de Taylor & 
Francis.) 


1.152 Mb 


Uma enorme amplificação na quantidade de sequências intergênicas em 
organismos mais complexos é responsável pelo restante da diminuição da 
densidade gênica. O DNA intergênico constitui uma parte do genoma que 
não está associada à expressão de proteínas ou a RNAs estruturais. Mais de 
60% do genoma humano é composto por sequências intergênicas, e a maior 
parte deste DNA não apresenta função conhecida (Fig. 8-4). Existem dois tipos 
de DNAs intergênicos: únicos e repetitivos. Cerca de 25% do DNA intergênico 
são únicos. Um fator que contribui para aumento nas sequências intergênicas 
únicas é o aumento nas regiões de DNA necessárias para direcionar e regular 
a transcrição, chamadas sequências reguladoras. À medida que os orga- 
nismos se tornam mais complexos e codificam mais genes, as sequências re- 
guladoras necessárias para coordenar a expressão gênica também aumentam 
em complexidade e tamanho. As regiões únicas do DNA intergênico humano 
também compreendem diversas relíquias aparentemente não funcionais, in- 
cluindo genes mutantes não funcionais, fragmentos de genes e pseudogenes. 
Os genes mutantes e os fragmentos de genes surgem da mutagênese aleatória 
simples ou de erros de recombinação do DNA. Os pseudogenes surgem da 
ação da enzima transcriptase reversa (Fig. 8-5; ver Cap. 12). Essa enzi- 
ma copia o RNA em DNA dupla-fita (chamado DNA complementar, ou 
cDNA). A transcriptase reversa é expressa somente por determinados tipos 
de vírus que necessitam dessa enzima para se reproduzir. Porém, como efeito 
secundário da infecção por um vírus desse tipo, os mRNAs celulares também 
podem ser copiados em DNA, e esses fragmentos de DNA produzidos podem 
ser reintegrados no genoma a uma frequência baixa. No entanto, essas cópias 
não são expressas, porque não apresentam as sequências capazes de promo- 
ver sua expressão (em geral, essas sequências não fazem parte do produto de 
transcrição de um gene; ver Cap. 13). 

Finalmente, está claro que é provável que haja funções para as regiões 
intergênicas únicas de células eucarióticas que ainda não são compreendi- 
das. Um exemplo disso é a identificação recente de microRNAs, geralmente 
chamados de miRNAs. Esses pequenos RNAs estruturais regulam a expres- 
são de outros genes pela alteração da estabilidade de seu produto de mRNA 
ou de sua habilidade em ser traduzido (a regulação gênica por pequenos 
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gene funcional 


RNAs é considerada no Cap. 20). Como essas sequências ainda estão sendo 
descritas e caracterizadas, não foram incluídas na Tabela 8-2; entretanto, 
estima-se que as células humanas podem ter mais de 500 genes de miRNAs. 
Da mesma maneira, milhares de RNAs não codificadores intervenientes lon- 
gos (lincRNAS) também foram identificados. Embora esses RNAs não codi- 
fiquem nenhuma proteína de tamanho significativo, estudos recentes suge- 
rem que eles atuam na regulação da expressão gênica tanto positiva quanto 
negativamente, de uma maneira que ainda requer estudos. Outra função 
provavelmente codificada nas regiões intergênicas únicas são as origens de 
replicação, que ainda precisam ser identificadas na maioria dos organismos 
eucarióticos. 


A maioria das sequências intergênicas 
humanas é composta por DNA repetitivo 


Quase metade do genoma humano é composta por sequências de DNA repe- 
tidas várias vezes no genoma. Existem duas classes gerais de DNA repetitivo: 
microssatélites de DNA e repetições espalhadas pelo genoma. O microssaté- 
lite de DNA é composto por sequências muito curtas (com menos de 13 pb), 
repetidas e consecutivas. As sequências microssatélites mais comuns são as 
repetições de dinucleotídeos (p. ex., CACACACACACACACA). Essas repeti- 
ções surgem de dificuldades na duplicação exata do DNA e constituem apro- 
ximadamente 3% do genoma humano. 

As repetições distribuídas pelo genoma são muito maiores que os 
microssatélites. Cada unidade de repetição distribuída no genoma possui 
mais de 100 pb de comprimento e muitas são maiores que 1 kb. Essas sequên- 
cias podem ser encontradas como cópias únicas distribuídas pelo genoma ou 
agrupadas. Embora existam várias classes de repetições, a característica co- 
mum é que todas são formas de elementos de 

Elementos de transposição são sequências que podem se “mover” de um 
lugar para outro no genoma. Na transposição, nome dado a esse movimen- 
to, o elemento desloca-se para uma nova posição no genoma, normalmen- 
te deixando uma cópia original no lugar anterior. Assim, essas sequências 
multiplicam-se e acumulam-se por todo o genoma. O deslocamento de ele- 
mentos de transposição é um evento relativamente raro nas células humanas. 
No entanto, considerando-se longos períodos, em escala de tempo evolutiva, 
esses elementos foram tão bem-sucedidos na sua propagação que atualmente 
compreendem cerca de 45% do genoma humano. No Capítulo 12, serão ana- 
lisados o mecanismo de deslocamento utilizado pelos elementos de transpo- 
sição e como o deslocamento desses elementos é controlado para impedir sua 
integração nos genes. 
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FIGURA 8-5 Pseudogenes proces- 
sados surgem a partir da integração 
de mRNAs que sofreram transcrição 
reversa. Quando a transcriptase reversa 
está presente em uma célula, as molé- 
culas de mRNA podem ser copiadas em 
dsDNA. Em raras ocasiões, essas molécu- 
Jas de DNA podem se integrar no geno- 
ma, originando os pseudogenes. Como os 
introns são rapidamente removidos dos 
RNAs recém-iranscritos, esses pseudoge- 
nes não possuem Íntrons. Isso distingue 
os pseudogenes das cópias dos genes dos 
quais eles derivam, Além disso, os pseu- 
dogenes não possuem sequências pro- 
motoras apropriadas para direcionar sua 
transcrição, uma vez que elas não faziam 
parte dos mRNAs utilizados como molde. 
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telômero 


Embora tenha sido discutida a natureza das sequências intergênicas no 
contexto do genoma humano, muitas dessas mesmas características são en- 
contradas em outros organismos. Por exemplo, a comparação de sequências 
de regiões de várias plantas com genomas muito extensos (como o milho) 
indica que, provavelmente, os elementos de transposição compreendem uma 
porcentagem ainda maior desses genomas. Da mesma maneira, mesmo nos 
genomas compactos de E. coli e de S. cerevisiae, existem exemplos de elemen- 
tos de transposição e repetições microssatélites (ver Fig. 8-2). A diferença é 
que esses elementos tiveram menos sucesso na ocupação dos genomas dos 
organismos mais simples. Provavelmente, esse insucesso reflete uma combi- 
nação de duplicação ineficiente e uma eliminação mais eficiente (por meio de 
eventos de reparo ou pela eliminação de organismos nos quais a duplicação 
tenha ocorrido). 

Embora seja tentador se referir ao DNA repetitivo como “DNA lixo”, à 
manutenção estável dessas sequências durante milhares de gerações sugere 
que o DNA intergênico atribui algum valor positivo (ou vantagem seletiva) ao 
organismo hospedeiro. 


DUPLICAÇÃO E SEGREGAÇÃO CROMOSSÔMICA 


Cromossomos eucarióticos necessitam que 
centrômeros, telômeros e origens de replicação 
sejam mantidos durante a divisão celular 


Existem vários elementos importantes no DNA nos cromossomos eucarióticos 
que não são genes e não estão envolvidos na regulação da expressão de genes 
(Fig. 8-6). Esses elementos incluem as origens de replicação, que promovem a 
duplicação do DNA cromossômico; os centrômeros, que atuam como “cabos” 
para o movimento dos cromossomos nas células-filhas; e os telômeros, que 


AW KEH AS My 


replicação do DNA mitose 


FIGURA 8-6 Os centrômeros, as origens de replicação e os telômeros são necessá- 
rios para a manutenção dos cromossomos eucarióticos. Cada cromossomo eucariótico 
contém dois telômeros, um centrômero e muitas origens de replicação. Os telômeros estão 
localizados em cada uma das extremidades dos cromossomos. Ao contrário dos telômeros, 
um único centrômero é encontrado em cada cromossomo, e não tem uma posição definida, 
Alguns centrômeros estão próximos da metade do cromossomo e outros estão próximos do 
telômero. As origens de replicação estão localizadas em toda a extensão de cada cromossomo 
(p.ex, aproximadamente a cada 30 kb na levedura de brotamento S. cerevisiae). 
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protegem e replicam as extremidades dos cromossomos lineares. Todas essas 
características são essenciais para a correta duplicação e segregação dos cro- 
mossomos durante a divisão celular. A seguir, cada um desses elementos será 
discutido de maneira mais detalhada. 

As origens de replicação são os sítios nos quais a maquinaria de re- 
plicação do DNA se organiza para iniciar a replicação. Elas são encontradas 
espaçadas em cerca de 30 a 40 kb ao longo de toda a extensão de cada cromos- 
somo eucariótico. Cromossomos procarióticos também necessitam de origens 
de replicação. Ao contrário de seus homólogos eucarióticos, na maioria das 
vezes, os cromossomos procarióticos possuem um único sítio de início de 
replicação. Em geral, as origens de replicação localizam-se em regiões não co- 
dificadoras. As sequências de DNA reconhecidas como origens de replicação 
são discutidas de maneira detalhada no Capítulo 9. 

Os centrômeros são necessários para a segregação correta dos cromos- 
somos após a replicação do DNA. As duas cópias de cada cromossomo replica- 
do, os cromossomos-irmãos, devem ser separados e distribuídos para cada 
célula-filha. Assim como as origens de replicação, os centrômeros promovem 
a formação de um complexo proteico elaborado, chamado cinetocoro. 
O cinetocoro forma-se em cada centrômero de DNA e, antes da segregação 
cromossômica, ele liga-se a filamentos proteicos chamados microtúbulos, 
que separam os cromossomos uns dos outros, direcionando-os para cada uma 
das duas células-filhas. Diferentemente das muitas origens de replicação en- 
contradas em cada cromossomo eucariótico, é imprescindível que cada cro- 
mossomo possua apenas um centrômero (Fig. 8-7a). Na ausência de um cen- 
trômero, os cromossomos replicados são segregados de maneira aleatória, o 
que leva à ocorrência de células-filhas onde haverá ausência ou duas cópias de 
um dado cromossomo (Fig. 8-7b). A presença de mais de um centrômero em 
cada cromossomo é igualmente desastrosa. Se os cinetocoros associados esti- 
verem ligados a filamentos que separam os cromossomos em direções opos- 
tas, pode ocorrer quebra cromossômica (Fig. 8-7c). Os centrômeros variam 
bastante em tamanho. Na levedura S. cerevisiae, os centrômeros são compos- 
tos por sequências únicas e apresentam menos de 200 pb de comprimento. 
Por outro lado, a maioria dos eucariotos apresenta centrômeros com mais de 
40 kb, compostos principalmente por sequências de DNA repetitivo (Fig. 8-8). 

Os telômeros estão localizados nas duas extremidades de um cromos- 
somo linear. Assim como as origens de replicação e os centrômeros, os te- 
lômeros também estão ligados a diversas proteínas. Neste caso, as proteínas 
desempenham duas funções importantes. Primeira: as proteínas teloméricas 
diferenciam as extremidades naturais do cromossomo de sítios de quebra 
cromossômica e outras quebras do DNA na célula. Em geral, as extremi- 
dades do DNA são sítios de frequentes recombinações e de degradação do 
DNA. As proteínas que se ligam aos telômeros formam uma estrutura resis- 
tente a esses dois eventos. Segunda: os telômeros atuam como uma origem 
de replicação especializada, que permite à célula replicar as extremidades 
dos cromossomos. Por razões que serão descritas de maneira detalhada no 
Capítulo 9, a maquinaria-padrão de replicação do DNA não pode replicar 
completamente as extremidades de um cromossomo linear. Os telômeros 
facilitam a replicação das extremidades, por meio de uma DNA-polimerase 
incomum, a telomerase. 

Ao contrário da maior parte do cromossomo, uma porção substancial do 
telômero é mantida na forma de fita simples (Fig. 8-9). A maioria dos telô- 
meros apresenta uma sequência repetitiva simples, que varia de organismo 
para organismo. Essa repetição é geralmente composta por uma região rica 
em TG. Por exemplo, os telômeros humanos possuem a sequência repetitiva 
5'-TTAGGG-3'. Como será visto no Capítulo 9, a natureza repetitiva dos telô- 
meros é uma consequência de seu método único de replicação. 
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Aux 


© dois centrâmeros 


| EE SN 


FAVA 
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FIGURA 8-7 Um número maior ou menor do que um centrômero por cromosso- 
mo ocasiona perda ou quebra cromossômica. (a) Cromossomos normais possuem um 
centrômero. Após a replicação de um cromossomo, cada cópia do centrômero direciona a 
formação de um cinetocaro. Os dois cinetocoros ligam-se a polos opostos do fuso mitótico e 
são puxados para lados opostos da célula, antes da divisão celular. (b) Os cromossomos que 
não possuem centrômeros são rapidamente perdidos das células. Na ausência do centrômero, 
os cromossomos não se ligam ao fuso e são aleatoriamente distribuidos para as duas células- 
«ilhas. Isso origina eventos em que uma célula-filha recebe duas cópias de um cromossomo e a 
outra célula-filha não recebe nenhuma cópia. (c) Os cromossomos com dois ou mais centrôme- 
ros são, com frequência, quebrados durante a segregação. Caso um cromossomo possua mais 
do que um centrômero, ele pode ligar-se simultaneamente aos dois polos do fuso mitótico, 
Quando a segregação é iniciada, as forças opositoras do fuso mitótico quebram os cromosso- 
mos ligados a ambos os polos. 


A duplicação e a segregação de cromossomos eucarióticos 
ocorrem em fases separadas do ciclo celular 


Durante a divisão celular, os cromossomos devem ser duplicados e segregar 
para as células-filhas. Em células bacterianas, esses eventos ocorrem de ma- 
neira simultânea; ou seja, à medida que o DNA é replicado, as duas cópias 
resultantes são separadas para lados opostos da célula. Embora esteja claro 
que esses eventos são fortemente regulados nas bactérias, os detalhes de como 
essa regulação ocorre não são bem conhecidos. Em contrapartida, as células 
eucarióticas duplicam e segregam seus cromossomos em momentos distintos 
durante a divisão celular. Esses eventos serão o foco do restante da discussão 
sobre os cromossomos. 

Os eventos necessários para um único ciclo de divisão celular são coleti- 
vamente chamados de ciclo celular. A maior parte das divisões celulares eu- 
carióticas mantém o mesmo número de cromossomos nas células-filhas que 
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estava presente na célula parental. Esse tipo de divisão é chamado de divisão 
celular mitótica. 

O ciclo celular mitótico pode ser dividido em quatro fases: G,, S, G, € M 
(Fig. 8-10). A replicação do cromossomo ocorre durante a fase de síntese, 
ou fase S, do ciclo celular, resultando na duplicação de cada cromossomo 
(Fig. 8-11). Cada cromossomo do par duplicado é chamado cromátide, 
e as duas cromátides de um determinado par são chamadas cromátides- 
“Irmãs. As cromátides-irmās são mantidas unidas após a duplicação por um 
processo chamado coesão de cromátides-irmãs, e esse estado é mantido 
até que os cromossomos segreguem uns dos outros. A coesão das cromáti- 
des-irmãs é mediada por uma proteína chamada coesina, que será poste- 
riormente descrita. 

A segregação cromossômica ocorre durante a mitose, ou fase M, do ciclo 
celular. A seguir, será considerado o processo geral da mitose, mas agora serão 
destacadas três etapas fundamentais no processo (Fig. 8-12). Primeiro, cada 
par de cromátides-irmas está ligado a uma estrutura chamada fuso mitóti- 
co. Essa estrutura é composta por longas fibras proteicas, os microtúbulos, 
que estão ligadas a um de dois centros organizadores de microtúbulos 
(também chamados centrossomos nas células animais, ou corpúsculos 
polares do fuso nas leveduras e em outros fungos). Os centros organizado- 
res de microtúbulos estão localizados em lados opostos da célula, formando 
“polos”, para os quais os microtúbulos puxam as cromátides. A união das 
cromátides aos microtúbulos é mediada pelo cinetocoro montado em cada 
centrômero (ver Fig. 8-6). Segundo, a coesão entre as cromátides é dissolvida 
por proteólise de coesina. Porém, antes de a coesão ser dissolvida, ela resiste 
às forças de tração do fuso mitótico. Após a dissolução da coesão, o terceiro 
principal evento da mitose pode acontecer: a separação das cromátides- 
“Irmãs. Na ausência de uma força para contrabalançar a coesão das cromá- 
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FIGURA 8-9 Estrutura de um telômero típico. A sequência repetida (das células hu- 
manas) está indicada por um retângulo representativo. Observa-se que a região de DNA de fita 
simples na extremidade 3' do cromossomo pode se estender por centenas de bases. 
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FIGURA 8-8 O tamanho e a com- 
posição do centrômero variam mui- 
to entre organismos diferentes. Os 
centrômeros de Saccharomyces cerevisiae 
são pequenos e compostos por sequên- 
cias não repetitivas. Em contrapartida, 
os centrômeros de outros organismos, 
como a mosca-da-fruta, Drosophila 
melanogaster, e a levedura de fissão, 
Schizosaccharomyces pombe, são muito 
maiores e predominantemente compos- 
tos por sequências repetitivas, Apenas a 
região central de 4 a 7 kb do centrômero 
de S. pombe não é repetitiva, e a maior 
parte dos centrômeros de Drosophila e 
humanos é formada por DNA repetitivo. 
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FIGURA 8-10 Ciclo celular mitó- 
tico eucariótico. Existem quatro etapas 
no ciclo celular eucariótico. A replicação 
cromossômica ocorre durante a fase 5, e 
a segregação cromossômica, durante a 
fase M. As fases G, e G, permitem que a 
célula se prepare para o próximo evento 
do ciclo celular. Por exemplo, várias células 
eucarióticas usam a fase G, do cicio celular 
para estabelecer que o nível de nutrientes 
é suficientemente alto para permitir a con- 
clusão da divisão celular. 


FIGURA 8-11 Eventos da fase S. 
Dois eventos cromossômicos principais 
ocorrem durante a fase S. A replicação do 
DNA copia completamente cada cromos- 
somo, e logo após a replicação, a coesão 
entre as cromátides-irmãs é estabelecida 
por moléculas de coesina em forma de 
anel. Acredita-se que elas circundem am- 
bas as cópias do DNA recém-replicado. 
Cada “tubo” azul ou vermelho represen- 
ta uma molécula de DNA de fita simples, 
sendo o DNA vermelho a cópia recém- 
“sintetizada. 
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tides, estas são rapidamente puxadas em direção aos polos opostos do fuso 
mitótico. Assim, a coesão entre as cromátides-irmās e a ligação dos cinetoco- 
ros das cromátides-irmās aos polos opostos do fuso mitótico desempenham 
papéis opostos, que devem ser cuidadosamente coordenados para que a segre- 
gação cromossômica ocorra de maneira apropriada. 


A estrutura cromossômica altera-se à 
medida que a célula se divide 


À medida que os cromossomos prosseguem pelo ciclo de divisão celular, suas 
estruturas são alteradas inúmeras vezes; no entanto, existem dois estados prin- 
cipais para os cromossomos (Fig. 8-13). Os cromossomos estão na forma mais 
compacta no momento da segregação cromossômica. O processo que gera essa 
forma compactada é chamado condensação cromossômica. No estado 
condensado, os cromossomos estão completamente isolados, desembaraçados 
entre si, facilitando muito o processo de segregação. 

Durante as fases do ciclo celular nas quais a segregação cromossômica 
não está ocorrendo (coletivamente referidas como interfase), os cromos- 
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ligação dos cinetocoros separação das cromátides-irmās 


FIGURA 8-12 Eventos da mitose (fase M) Três eventos principais ocorrem durante a 
mitose, Primeira, os dois cinetocoros de cada par de cromátides-irmás unidas ligam-se a polos 
opostos do fuso mitótico. Uma vez que todos os cinetocoras estejam ligados a polos opostos, a 
coesão das cromátides-irmãs é eliminada pela destruição do anel de coesina. Por fim, após a eli- 
minação da coesão, as cromátides-irmãs são segregadas para polos opostos do fuso mitótico. 


somos estão significativamente menos compactados. Na verdade, nesses es- 
tágios do ciclo celular, é provável que os cromossomos estejam altamente 
entrelaçados, assemelhando-se mais a um prato (uma esfera) de espague- 
te do que ao aspecto organizado dos cromossomos visto durante a mitose. 
Apesar disso, mesmo durante estágios, a estrutura dos cromossomos 
altera-se. A replicação do DNA requer a quase completa desorganização e 
reorganização das proteínas associadas a cada cromossomo. Imediatamente 
após a replicação do DNA, a coesão das cromátides-irmãs é estabelecida, 
ligando as cromátides recém-replicadas. Como a transcrição de genes indi- 
viduais é ativada e desativada ou induzida e reprimida, as alterações asso- 
ciadas à estrutura dos cromossomos nessas regiões estão ocorrendo durante 
todo o ciclo celular. Assim, o cromossomo tem uma estrutura em constante 
mudança, tornando-o mais semelhante a uma organela do que a uma fita 
simples de DNA. 


FIGURA 8-13 Alterações na estrutura da cromatina. Os cromossomos estão conden- 
sados ao máximo na fase M e bem menos condensados em todo o restante do cicio celular 
(6, S e G; nas células mitóticas) Juntas, essas etapas menos condensadas são referidas como 
interfase. 
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A coesão das cromátides-irmãs e a condensação 
cromossômica são promovidas pelas proteínas SMC 


As proteínas-chave que promovem a coesão das cromátides-irmãs e a con- 
densação cromossômica são relacionadas. As proteínas de manutenção es- 
trutural do cromossomo (SMC, structural maintenance of chromosome) são 
proteínas estendidas que formam pares definidos pelas interações por meio 
dos longos domínios supertorcidos (ver Cap. 6, Fig. 6-9). Junto com pro- 
teínas não SMC, elas formam complexos multiproteicos que mantêm as 
duas hélices de DNA unidas. Após a replicação do DNA, os dois dúplices de 
DNAs (cromátides-irmãs) são mantidos unidos pela ligação a um complexo 
contendo uma proteína SMC, a coesina. Essa ligação é a base para a coesão 
das cromátides-irmãs. Acredita-se que a estrutura da coesina seja como um 
grande anel composto por duas proteínas SMC e duas proteinas não SMC. 
Embora o mecanismo exato de coesão entre as cromátides-irmãs ainda esteja 
sob investigação, um modelo proeminente propõe que a coesão das cromá- 
tides ocorre como resultado da passagem de ambas as cromátides-irmãs pelo 
centro do anel de proteína coesina (Fig. 8-14). Neste modelo, a clivagem 
proteolítica da subunidade não SMC da coesina resulta em abertura do anel, 
perda da coesão entre as cromátides-irmãs e o movimento dos cromossomos 
para polos opostos da célula. 

A condensação cromossômica que acompanha a segregação cromossômi- 
ca também necessita de um complexo semelhante contendo SMC chamado 
condensina. A condensina compartilha muitas características do complexo 
de coesina, sugerindo que este também seja um complexo em formato de 
anel. Se assim o for, ele pode utilizar sua natureza em formato de anel para 
induzir à condensação cromossômica. Por exemplo, ao ligar diferentes re- 
glões de um mesmo cromossomo, a condensina poderia reduzir rapidamente 
o comprimento linear total do cromossomo (Fig. 8-14). 


A mitose mantém o número cromossômico parental 


Retorna-se, agora, ao processo geral da mitose. A mitose ocorre em várias eta- 
pas (Fig. 8-15). Durante a prófase, a ação da condensina e das topoisomera- 
ses tipo II (para auxiliar a desembaraçar os cromossomos) leva à condensação 
dos cromossomos na forma altamente compacta necessária para a segrega- 
ção. No fim da prófase, na maioria das células o envelope nuclear rompe-se e 
a célula entra na metáfase. 

Durante a metáfase, o fuso mitótico é formado e os cinetocoros das cro- 
mátides-irmãs ligam-se aos microtúbulos. A correta ligação das cromátides é 
obtida somente quando os dois cinetocoros de um par de cromátides-irmãs 
são ligados aos microtúbulos que se originam de centros organizadores de 
microtúbulos opostos. Esse tipo de ligação é chamada ligação bivalente 
(ver Fig. 8-15) e resulta nos microtúbulos exercendo uma tensão sobre o par 
de cromátides, puxando as irmãs em direções opostas. A ligação de ambas as 
cromátides aos microtúbulos que se originam do mesmo centro organizador 
de microtúbulos ou a ligação de apenas uma cromátide do par, a chamada 
ligação monovalente, não resulta em tensão. Se a ligação bivalente não 
ocorrer subsequentemente, a ligação monovalente poderá levar ao movi- 
mento de ambas as cópias de um cromossomo para a mesma célula-filha. 
A tensão exercida pela ligação bivalente é contraposta pela coesão das cro- 
mátides-irmãs, resultando no alinhamento dos cromossomos no meio da 
célula, entre os dois centros organizadores de microtúbulos (essa posição é 
chamada placa metafásica). É importante observar que a segregação cromos- 
sômica inicia apenas depois que todos os pares de cromátides-irmas tiverem 
feito a ligação bivalente. 
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ondensinas. Coesinas e condensinas 
são complexos proteicos em formato de 
anel que incluem duas proteínas SMC que 
possuem papel importante na aproxima- 
ção de regiões distantes ou diferentes 
de DNA. À estrutura em formato de anel 
proposta para essas proteinas permitiria 
uma ligação flexível, porém, forte, entre 
duas regiões de DNA. Nesta ilustração, as 
proteinas SMC são mostradas em verde 
fcoesina) ou azul (condensina), (Adap- 
tada, com permissão, de Haering C.H: 
et al. 2002. Mol. Cell 9: 773-788, Fig. 8, 
p. 785. € Elsevier) 
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FIGURA 8-15 A mitose em deta- 
lhes. Antes da mitose, os cromossomos 
estão em um estado não condensado, 
chamado interfase. Durante a prófase, os 
cromossomos são condensados e desem- 
baraçados em preparação para a segrega- 
ção, e a membrana nuclear que circunda 
os cromossomos é rompida na maioria 
dos eucariotos. Durante a metáfase, cada 
par de cromátides-irmãs liga-se a polos 
opostos do fuso mitático. A anáfase é ini- 
ciada pela perda da coesão entre as cro- 
mátides-irmãs, resultando na sua separa- 
cão: A telófase é distinguida peia perda 
da condensação cromossômica e pela res- 
tauração da membrana nuclear ao redor 
das duas populações de cromossomos se- 
gregados A citocinese é o evento final do 
ciclo celular, durante o qual a membrana 
celular que envolve os dois núcieos forma 
uma constrição que resulta na separação 
completa das duas células-filhas. Todas as 
moléculas de DNA são de dupia-fita. 
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A segregação cromossômica é desencadeada pela destruição proteolítica 
das moléculas de coesina, resultando na perda de coesão das cromátides-ir- 
más, Essa perda ocorre à medida que a célula entra na anáfase, durante a 
qual as cromátides-irmãs são separadas e levadas para lados opostos da célula. 
Uma vez que as cromátides-irmãs não estejam mais unidas, não há como 
resistir à força de tração do fuso de microtúbulos. A ligação bivalente garante 
que os membros de um par de cromátides-irmãs sejam puxados em direção a 
polos opostos e que cada célula-filha receba uma cópia de cada cromossomo 
duplicado. 

A etapa final da mitose é a telófase, durante a qual o envelope nuclear 
é restaurado ao redor de cada conjunto de cromossomos segregados. Nesta 
etapa, a divisão celular é finalizada pela separação física do citoplasma, até 
então compartilhado pelas duas células-filhas, em um processo denominado 
citocinese. 


Durante as fases de parada (G), as células preparam-se 
para o próximo estágio do ciclo celular e verificam 
se o estágio anterior foi corretamente concluído 


As duas fases restantes do ciclo celular mitótico são fases de parada, ou in- 
tervalos. G, ocorre antes da síntese de DNA, e G, ocorre entre as fases S e 
M. As fases de parada do ciclo celular fornecem tempo para que a célula 
alcance dois objetivos: (1) preparar-se para a próxima fase do ciclo celular e 
(2) verificar se a fase anterior do ciclo celular foi adequadamente concluída. 
Por exemplo, antes de entrar na fase S, a maioria das células deve atingir um 
determinado tamanho e um nível de síntese proteica capazes de garantir 
que existirão proteínas e nutrientes suficientes para completar todo o ciclo 
de síntese de DNA. Caso exista algum problema em uma etapa anterior do 
ciclo celular, os pontos de checagem (ou pontos de verificação) do ciclo 
celular interrompem o ciclo celular, dando tempo para que a célula com- 
plete a etapa. Por exemplo, as células com DNA danificado param o ciclo 
celular em G,, antes da síntese do DNA, ou em G, antes da mitose, para 
impedir que esses eventos ocorram com cromossomos danificados. Essas 
paradas fornecem tempo para que a lesão seja corrigida, antes que a célula 
prossiga no ciclo celular. 


A meiose reduz o número de cromossomos parentais 


Um segundo tipo de divisão celular eucariótica é especializado na produção 
de células que contenham a metade do número de cromossomos da célula 
parental. Essas células formarão os óvulos e os espermatozoides envolvidos 
na reprodução. Isso é alcançado pela realização de duas rodadas de segrega- 
ção cromossômica após a replicação do DNA. Como no ciclo celular mitóti- 
co, o ciclo celular meiótico inclui as fases G,, S e uma fase G, prolonga- 
da (Fig. 8-16). Durante a fase S meiótica, cada cromossomo é replicado e as 
cromátides-filhas permanecem associadas da mesma maneira que na fase $ 
mitótica. As células que entram em meiose devem ser diploides e, portanto, 
conter duas cópias de cada cromossomo, cada uma derivada de cada proge- 
nitor. Após a replicação do DNA, os pares de cromátides-irmãs relacionados, 
chamados homólogos, realizam um pareamento entre si, seguido de recom- 
binação. A recombinação cria uma ligação física entre os dois homólogos, 
necessária para unir as duas cromátides-irmãs dos pares relacionados, durante 
a segregação dos cromossomos. Os detalhes da recombinação meiótica serão 
discutidos no Capítulo 11. 

A diferença mais significativa entre os ciclos celulares mitótico e meió- 
tico ocorre durante a segregação cromossômica. Ao contrário da mitose, na 
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FIGURA 8-16 A meiose em de- 
talhes. Como a mitose, a meiose pode 
ser dividida em diferentes etapas. Após a 
replicação do DNA, as cromtides-irmãs 
homólogas pareiam entre 5), formando 
estruturas com quatro cromossomos rela- 
cionados. Por simplificação, um único cro- 
mossamo é mostrado segregando, com 
as cópias azuis vindo de um progenitor e 
as cópias amarelas, do outro. Durante o 
pareamento, as cromátides de diferentes 
homólogos recombinam, formando uma 
ligação entre os cromossomos homólogos 
chamada quiasma. Durante a metáfase |, 
os dois cinetocoros de cada par de cromá- 
tídes-irmãs ligam-se a um dos polos do 
fuso mitótico, Os cinetocoros das cromá- 
tides-irmãs homólogas ligam-se a polos 
opostos, criando uma tensão contraposta 
pelo quiasma entre os homólogos e a coe- 
são entre os braços das cromátides-irmãs. 
A anáfase | é iniciada pela perda da co- 
esão das cromátides-irmãs, resultando na 
sua separação. A perda de coesão entre 
os braços permite que os homólogos re- 
combinados se separem uns dos outros. 
As cromátides-irmás permanecem unidas, 
por meio da coesão, no centrômero. À 
meiose Il é muito similar à mitose. Durante 
a metáfase II meiótica, os dois fusos mei- 
óticos são formados. Como na metáfase 
mitótica, os cinetocoros associados com 
cada par de cromátides-irmãs ligam-se a 
polos opostos dos fusos meiáticos. Du- 
rante a anáfase Il, a coesão remanescente 
entre as irmãs é perdida, e as cromátides- 
“irmãs são separadas. Os quatro conjuntos 
separados de cromossomos são, então, 
empacotados em núcleos e separados em 
quatro células, originando quatro esporos 
ou gametas. Todas as moléculas de DNA 
são de dupla-fita, (Adaptada, com per- 
missão, de Murray A. e Hunt T. 1993. The 
cell cycle: An introduction, Fig. 10.2. © 
Oxford University Press, Inc.) 
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qual existe uma única etapa de segregação cromossômica após a replicação 
do DNA, os cromossomos que participam da meiose passam por dois ciclos 
de segregação, conhecidos como meioses I e II. Como na mitose, cada um 
desses eventos de segregação inclui uma etapa de prófase, metáfase e anáfase. 
Durante a metáfase da meiose I, também chamada metáfase I, os homólo- 
gos ligam-se a polos opostos do fuso composto por microtúbulos. Essa liga- 
ção é mediada pelo cinetocoro. Como ambos os cinetocoros de cada par de 
cromátides-irmãs estão ligados ao mesmo polo do fuso de microtúbulos, essa 
interação é denominada ligação monovalente (ao contrário da ligação bi- 
valente vista na mitose, na qual os cinetocoros de cada par de cromátides- 
irmãs se ligam a polos opostos do fuso). Como na mitose, os homólogos 
pareados inicialmente resistem à tensão do fuso, que força a sua separação. 
No caso da meiose I, essa resistência é mediada pelas conexões físicas entre os 
homólogos, chamadas quiasmas ou sobrecruzamentos (crossovers), induzidos 
pela recombinação. Essa resistência também necessita da coesão ao longo dos 
braços das cromátides-irmãs. Quando a coesão ao longo dos braços é elimina- 
da durante a anáfase I, os homólogos recombinados são liberados e migram 
para os polos opostos da célula. É importante salientar que a coesão entre as 
cromátides-irmãs é mantida próxima ao centrômero, portanto, as cromátides- 
irmãs permanecem pareadas. 

A segunda etapa de segregação durante a meiose, a meiose II, é mui- 
to similar à mitose. A principal diferença é que esse evento de segregação 
não é precedido por um ciclo de replicação do DNA. Em vez disso, um fuso 
forma-se e associa-se diretamente a cada um dos pares de cromátides-irmãs re- 
centemente separados. Como na mitose, durante a metáfase II, esses fusos 
formam uma ligação bivalente com os cinetocoros de cada par de cromátides- 
-irmās. A coesão que permanece nos centrômeros após a meiose I é essencial 
para se opor à força de tração do fuso. A segunda etapa da segregação cro- 
mossômica ocorre na anáfase II e é iniciada pela eliminação da coesão no 
centrômero. Nesta etapa, existem quatro conjuntos de cromossomos na célu- 
la, e cada um contém apenas uma cópia de cada cromossomo. Um núcleo é 
formado ao redor de cada conjunto de cromossomos e, então, o citoplasma é 
dividido, formando quatro células haploides. Essas células estão prontas para 
se unir a outra célula haploide e formar novas células diploides. 


Diferentes níveis de estrutura cromossômica 
podem ser observados por microscopia 


A microscopia vem sendo utilizada há bastante tempo para se observar a es- 
trutura e a função dos cromossomos. Na verdade, bem antes de estar claro 
que os cromossomos eram a fonte da informação genética na célula, seus 
movimentos e alterações durante a divisão celular já eram bem entendidos. 
A natureza compacta dos cromossomos mitóticos ou meióticos condensados 
torna a sua visualização relativamente fácil, mesmo em microscópios ópticos 
simples. A análise microscópica dos cromossomos condensados é utilizada 
para determinar a constituição cromossômica de células humanas e detectar 
anormalidades, como deleções cromossômicas ou identificar indivíduos com 
deficiência ou com cópias extras de um cromossomo. 

O DNA cromossômico que não está em mitose (i.e., está na interfase) é 
menos compacto (Fig. 8-17a). No microscópio eletrônico, são observados dois 
estados da cromatina: fibras com diâmetro de 30 nm ou 10 nm (Fig. 8-17b). 
A fibra de 30 nm é uma versão mais compacta da cromatina, frequentemente 
dobrada em alças maiores, que se projetam de uma estrutura proteica ou su- 
porte. Em contrapartida, a fibra de 10 nm é uma forma menos compacta da 
cromatina, que se assemelha a um “colar de contas” regular. Essas esferas são 
os nucleossomos, e essas estruturas de proteína-DNA desempenham um papel 
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fibra de 30 nm 


fibra de 10 nm 


FIGURA 8-17 Formas da estrutura da cromatina vistas no microscópio eletrônico. 
(a) Micrografias eletrônicas do DNA na fase M e na interfase mostram as alterações na estrutura 
da cromatina. (b) Microgratias eletrônicas de diferentes formas da cromatina nas células em 
interfase mostram as fibras de 30 nm e 10 nm (colar de contas da cromatina). (a, Reproduzida, 
com permissão, de Alberts B. et al, 2002. Molecular biology of the cell, 4th ed., Figs. 4-21 e 
4:23, Garland Science/layior & Francis LLC. © V. Foe.) 


essencial na regulação da estrutura e da função dos cromossomos, No restante 
do capítulo, em primeiro lugar será discutida a natureza dos nucleossomos, 
incluindo como são formados e, depois, será descrito como as estruturas de- 
pendentes de nucleossomo são reguladas e como controlam a acessibilidade 
ao DNA nuclear. 


NUCLEOSSOMO 


Os nucleossomos são os blocos 
construtores dos cromossomos 


A maioria do DNA nas células eucarióticas está empacotada em nucleosso- 
mos. Cada nucleossomo é composto por um núcleo de oito proteínas histô- 
nicas com DNA enrolado em torno desse núcleo. O DNA entre cada nucleos- 
somo (imagem de “cordão” do "colar de contas” na Fig. 8-17b) é chamado 
DNA de ligação. O DNA organizado em nucleossomos é compactado apro- 
ximadamente seis vezes. Esse fator está bem longe das 1.000 a 10.000 vezes de 
compactação do DNA observada nas células eucarióticas. Mesmo assim, esse 
primeiro estágio de empacotamento do DNA é essencial para todos os níveis 
subsequentes de compactação do DNA. 

O DNA mais fortemente associado ao nucleossomo, o DNA nucleos- 
somal, circunda a parte externa do núcleo octamérico de histonas apro- 
ximadamente 1,65 vez, como um fio ao redor de um carretel (Fig. 8-18). 
O comprimento do DNA associado a cada nucleossomo pode ser determinado 
utilizando-se o tratamento com nuclease (Quadro 8-1, A nuclease de micro- 
cocos e o DNA associado ao nucleossomo). Os aproximadamente 147 pb de 
comprimento desse DNA é uma característica invariável dos nucleossomos em 
todas as células eucarióticas. Em contrapartida, o comprimento do DNA de 


Capítulo 8 Estrutura do Genoma, Cromatina e Nucleossomo 


FIGURA 8-18 DNA empacotado em nucleossomos. (3) Esquema de empacotamento 
e organização dos nucleossomos, (b) Estrutura obtida por cristalografia por raios X de um 
nucleossomo, mostrando o DNA enrolado ao redor do núcleo proteico de histonas. (Vermelho) 
H2A (amarelo) H28; (lilás) H3; (verde) H4. Nota-se que as cores das diferentes proteinas histô- 
nicas mostradas aqui e nas estruturas seguintes são as mesmas. (Luger K. et al. 1997. Nature 
389: 251-260.) Imagem feita com MolScript, BobScript e Raster 3D. 


ligação entre os nucleossomos é variável. Normalmente, essa distância é de 20 
a 60 pb e cada eucarioto apresenta um tamanho médio característico de seu 
DNA de ligação (Tab. 8-4). A diferença no comprimento médio do DNA de li- 
gação parece refletir as diferenças na natureza de estruturas maiores, formadas 
pelo DNA nucleossomal em cada organismo, em vez de diferenças nos pró- 
prios nucleossomos (ver a seção Estrutura de ordem superior da cromatina). 

Em qualquer célula, existem regiões de DNA que não estão compacta- 
das em nucleossomos. Em geral, são regiões de DNA envolvidas na expressão 
gênica, na replicação ou na recombinação. Embora não estejam ligados aos 
nucleossomos, esses sítios estão associados a proteínas não histônicas que 
regulam ou participam desses eventos. Os mecanismos que removem os nu- 
cleossomos do DNA e que mantêm essas regiões livres de nucleossomos serão 
discutidos a seguir e no Capítulo 19. 


Histonas são pequenas proteínas com carga positiva 


As histonas são, sem dúvida, as proteínas mais abundantes associadas ao DNA 
eucariótico. As células eucarióticas contêm cinco histonas abundantes: H1, 
H2A, H2B, H3 e H4. As histonas H2A, H2B, H3 e H4 são as histonas do nú- 
cleo e duas cópias de cada uma dessas histonas formam o núcleo de proteína, 
ao redor do qual o DNA nucleossomal é enrolado. A histona H1 não faz parte 
do núcleo de histonas deste nucleossomo. Em vez disso, ela liga-se ao DNA de 


TABELA 8-4 Comprimentos médios do DNA de ligação em vários organismos 


Comprimento Comprimento médio 
da repetição do do DNA de ligação 


Espécies nucleossomo (pb) (pb) 
Saccharomyces cerevisiae 160-165 13-18 
Ouriço-do-mar (espermatozoide) ~260 ~110 
Drosophila melanogaster ~180 -33 


Ser humano 185-200 38-53 
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FIGURA 8-19 As histonas do nú- 
cleo compartilham uma estrutura de 
dobra comum. (a) As quatro histonas 
estão representadas esquematicamente 
como moléculas lineares. As regiões do 
motivo de dobra da histona que formam 
a-hélices estão indicadas como cilindros. 
Observa-se que existem regiões adjacen- 
tes, estruturalmente distintas, em cada 
histona, incluindo regiões adicionais de 
a-hélices. (b) As regiões helicoidais de 
duas histonas (aqui HZA e H2B) associam- 
-se, formando um dimero. H3 e H4 tam- 
bém utilizam uma interação semelhante 
para formar os tetrâmeros de H3,-H4,. 
(Adaptada, com permissão, de Alberts 
B. et al. 2002. Molecular biology of the 
cell, 4th ed., p. 209, Fig. 4-26. © Garland 
ScienceyTaylor & Francis LLC.) 
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TABELA 8-5 Propriedades gerais das histonas 
Massa molecular Resíduos de lisina 


Tipo de histona Histona M) e arginina (%) 
Histonas do nůdeo H2A 14.000 20 

H28 13.900 22 

H3 15.400 23 

H4 11.400 24 
Histona de ligação H1 20.800 32 


ligação e é denominada histona de ligação. As quatro histonas do núcleo 
estão presentes em quantidades iguais na célula. A histona H1 aparece com 
metade da quantidade das demais histonas, corroborando o achado de que 
apenas uma molécula de H1 pode se associar a um nucleossomo. 

Consistente com sua estreita associação com a molécula de DNA de car- 
ga negativa, as histonas apresentam um elevado conteúdo de aminoácidos 
carregados positivamente (Tab. 8-5). Pelo menos 20% dos resíduos em cada 
histona são lisina ou arginina. As histonas do núcleo também são proteínas 
relativamente pequenas, variando de 11 a 15 quilodáltons (kDa) em seus ta- 
manhos. À histona H1 é um pouco maior, com aproximadamente 21 kDa. 

O núcleo de proteína do nucleossomo é uma estrutura em forma de disco 
que se organiza de maneira ordenada apenas na presença de DNA. Sem DNA, 
as histonas do núcleo formam estruturas intermediárias em solução. Uma 
região conservada, encontrada em todas as histonas, chamada domínio de 
dobra da histona, promove o arranjo dos intermediários formados apenas 
por histonas (Fig. 8-19). O domínio de dobra da histona é composto por três 
regiões de a-hélices, separadas por duas alças curtas sem estrutura definida. 
Em cada caso, a dobra da histona promove a formação de heterodímeros ca- 
beça-cauda de pares de histonas específicas. As histonas H3 e H4, primeira- 
mente, formam heterodímeros que se agrupam, formando um tetrâmero com 
duas moléculas de H3 e duas de H4. Em contrapartida, HZA e H2B formam 
heterodímeros em solução, mas não tetrâmeros. 


cauda N-terminal domino de dobra da histona 7 
H2A C DD — e. 
H28 — — E = 


H4 NS 
b 
dimero de HZA-H2B. tetrâmero de H3-H4 
c N 
z % x 
en 
en Ny pN 
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FIGURA 8-20 Montagem de um 

jo. A montagem de um nu- 
cleossomo começa pela formação de um 
tetrâmero H3,-Há,, que se liga ao dsDNA. 
O tetrâmero H3,:Há,; ligado ao DNA re- 
cruta duas cópias do dimero H2A-H28 
para completar a montagem do nucleos- 
somo. (Adaptada, com permissão, de 
Alberts B. et al. 2002. Molecular biology 
of the cell, Ath ed., p. 210, Fig. 4-27. 
Garland Science/Taylor & Francis LLC. © J. 
Waterborg.) 
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FIGURA 8-21 As caudas N-ter- 
minais das histonas do núcleo são 
acessíveis às proteases. O tratamento 
dos nucleossomos com quantidades limi- 
tantes de proteases que clivam após ami- 
noácidos básicos (p. ex, tripsina) remove, 
especificamente, as “caudas” N-terminais, 
deixando o núcieo de histonas intacto. 


A montagem de um nucleossomo envolve a associação ordenada desses 
blocos construtores com o DNA (Fig. 8-20). Primeiro, o tetrâmero de H3-H4 
liga-se ao DNA; então, dois dímeros de HZA-H2B unem-se ao complexo 
H3-H4-DNA, completando o nucleossomo. Mais adiante, neste capítulo, será 
discutido como esse processo de montagem é efetuado na célula. 

Cada uma das histonas do núcleo possui uma extensão N-terminal, 
chamada “cauda”, porque não tem estrutura definida e está acessível no 
nucleossomo intacto. Essa acessibilidade pode ser detectada pelo tratamen- 
to dos nucleossomos com a protease tripsina (a qual cliva proteínas espe- 
cificamente após aminoácidos positivamente carregados). O tratamento 
dos nucleossomos com tripsina remove rapidamente as caudas N-terminais 
acessíveis das histonas, mas não pode clivar as regiões dobradas altamente 
compactadas das histonas (Fig. 8-21). As caudas aminoterminais expostas 
não são necessárias para a associação do DNA com o octâmero de histo- 
nas, porque o DNA ainda está fortemente associado ao nucleossomo após 
o tratamento com protease. No entanto, as caudas são os sítios das grandes 
modificações que alteram a função de nucleossomos individuais. Essas mo- 
dificações incluem a fosforilação, a acetilação e a metilação de resíduos de 
serina, lisina e arginina. O papel da modificação nas caudas das histonas no 
nucleossomo será retomado mais adiante. Agora, será discutida a estrutura 
detalhada do nucleossomo. 


Estrutura atômica do nucleossomo 


A estrutura tridimensional de alta resolução da partícula central do nucleos- 
somo (ver Fig. 8-18b) (147 pb de DNA mais um octâmero intacto de histonas) 
revelou muito sobre a sua função, A alta afinidade do nucleossomo pelo DNA, 
a distorção do DNA quando ligado ao nucleossomo e a falta de especificidade 
por uma sequência de DNA podem, cada uma, ser explicadas pela natureza 
das interações entre as histonas e o DNA. À estrutura também forneceu infor- 
mações importantes sobre a função e a localização das caudas N-terminais. 
Por fim, a interação entre o DNA e o octâmero de histonas permite um enten- 
dimento da natureza dinâmica do nucleossomo e do processo de montagem 
do nucleossomo. Nas próximas seções, cada uma dessas características será 
apresentada brevemente. 


As histonas ligam-se a regiões específicas 
do DNA no nucleossomo 


Embora não seja perfeitamente simétrico, o nucleossomo apresenta um eixo 
de simetria bilateral aproximado, chamado eixo díade. Ele pode ser visua- 
lizado imaginando-se a face do disco do octâmero como um relógio, com o 
ponto central do DNA de 147 pb localizado na posição 12 horas (Fig. 8-22). 
Isso coloca as extremidades do DNA exatamente nas posições 11 horas e 
1 hora. Uma linha traçada da posição 12 horas à posição 6 horas, através do 
disco, define o eixo díade. A rotação do nucleossomo ao redor desse eixo em 
180º revela uma vista do nucleossomo praticamente idêntica à observada an- 
teriormente à rotação. 

Cada um dos tetrâmeros de H3:H4 e dos dímeros de HZA-H2B interage 
com uma determinada região do DNA dentro do nucleossomo (Fig. 8-23). 
Dos 147 pb de DNA presentes na estrutura, as regiões de dobra da histona 
do tetrâmero de H3-H4 interagem com os 60 pb centrais. A região N-ter- 
minal de H3 mais próxima à região de dobra da histona forma uma quarta 
a-hélice, que interage com os 13 pb finais de cada extremidade do DNA 
ligado (essa a-hélice é diferente da cauda N-terminal não estruturada de H3 
descrita anteriormente). Se o nucleossomo for imaginado como a face de 
um relógio, como supradescrito, o tetrâmero de H3-H4 forma a metade su- 
perior do octâmero de histonas. Os tetrâmeros de histonas H3-H4 ocupam 
uma posição central no nucleossomo, por se ligarem no meio e em ambas 
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FIGURA 8-22 O nucleossomo apresenta um eixo de simetria quase bilateral. (3) 
Estrutura tridimensional. (b) Desenho ilustrando a analogia do nucieossomo com a “face do 
relógio”. Três visões do nucleossomo são mostradas em cada representação. Cada visão mostra 
uma rotação de 90º em torno do eixo entre as posições 12 e 6 horas, ilustradas no primeiro 
painel de b. (a, Luger K. et al. 1997. Nature 389; 251-260.) Imagens feitas com MoiScript, 
BobScript e Raster 3D. 


FIGURA 8-23 Interações entre histonas e DNA nucleossomal. (a) H3-H4 liga-se no 
centra e nas extremidades do DNA. (b) H2A-H28 liga-se a 30 pb de DNA em um dos lados do 
nucleossomo (em cor de laranja), (Luger K. et al, 1997. Nature 389: 251-260.) Imagens feitas 
com MolScript, BobScript e Raster 3D. 
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PEXPERIMENTOS-CHAVE 


Quadro 8-1 A nuclease de micrococos e o DNA associado ao nucleossomo 


Os nucleossomos foram primeiramente purificados pelo 
tratamento dos cromossomos com uma nuclease não se- 
quência-específica denominada nuclease de micrococos 
(MNase). A capacidade dessa enzima em clivar o DNA é — 
principalmente - determinada pelo acesso ao DNA. A MNase 
cliva sequências de DNA livres de proteínas de maneira muito 
rápida, e as sequências de DNA associadas a proteinas são 
pouco clivadas. O tratamento limitado de cromossomos com 
essa enzima resulta em uma população de moléculas de DNA 
resistentes à nuclease, que está associada principalmente às 
histonas, Essas moléculas de DNA apresentam de 160 a 220 
pb e estão associadas com duas cópias de cada uma das his- 
tonas H2A, H28, H3 e H4. Em média, essas partículas incluem 
um DNA fortemente associado ao nucleossomo assim como 
uma unidade de DNA de ligação. Um tratamento mais exten- 
so com a MNase degrada todo o DNA de ligação. O nucleos- 
somo mínimo restante inclui apenas o DNA de 147 pb e é 
chamado partícula central do nucleossomo. 

O comprimento médio do DNA associado a cada nu- 
cleossomo pode ser medido em um experimento simples 
(Quadro 8-1, Fig. 1). Trata-se, agora muito brandamente, a 
cromatina com a MNase. Isso resulta em quebras simples 
em parte, mas não em todo o DNA de ligação. Após o trata- 
mento com nuclease, o DNA é extraído de todas as proteinas 
incluindo as histonas) e sujeito à eletroforese em gel para 
separar o DNA por tamanho. A eletroforese revela uma “es- 
cada” de fragmentos com tamanhos que são múltiplos da 
distância média de nucleossomo a nucieossomo. Uma escada 
de fragmentos é observada porque a cromatina tratada com 
a MNase foi parcialmente digerida. Assim, às vezes, múl 
plos nucleossomos permanecerão ligados após a digestão, 
originando fragmentos de DNA com tamanhos equivalentes. 
ao DNA total ligado por esses nucieossomos. Digestões adi- 
cionais resultarão na clivagem de todo o DNA de ligação e 
na formação de partículas centrais do nucieossomo, com um 
único fragmento de aproximadamente 147 pb. 


QUADRO 8-1 FIGURA 1  Digestão progressiva do DNA 
nucleossomal com MNase. (Cortesia de R.D. Kornberg.) 


as extremidades do DNA (DNA turquesa na Fig. 8-23a). Cada um dos dois 
dímeros de HZA-H2B associa-se com aproximadamente 30 pb de DNA, em 
ambos os lados dos 60 pb centrais do DNA ligado por H3 e H4. Utilizando 
novamente a analogia do relógio, o DNA associado a HZA-H2B está loca- 
lizado aproximadamente entre a posição 5 horas e a posição 9 horas em 
ambas as faces do disco nucleossomal. Juntos, os dois dímeros de HZA-H2B 
formam a parte inferior do octâmero de histonas localizado na região opos- 
ta às extremidades do DNA no disco (DNA em cor de laranja na Fig. 8-23b). 

A interação extensiva entre o tetrâmero de H3-H4 e o DNA ajuda a expli- 
car a montagem ordenada do nucleossomo (Fig. 8-24). A associação do tet- 
râmero de H3-H4 com a metade e as extremidades do DNA ligado resulta no 
DNA sendo extensivamente dobrado e limitado, tornando a associação dos 
dímeros de HZA-H2B relativamente fácil. Em contrapartida, o comprimento 
relativamente curto do DNA ligado pelos dímeros de HZA-H2B não é suficien- 
te para preparar o DNA para a ligação dos tetrâmeros de H3-H4. 
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Muitos contatos independentes da sequência de DNA 
promovem a interação entre o núcleo de histonas e o DNA 


Uma observação mais detalhada das interações entre as histonas e o DNA do 
nucleossomo revela a base estrutural para a ligação e o dobramento do DNA 
no nucleossomo. Foram observados 14 sítios de contato distintos, um para 
cada momento em que a fenda menor do DNA defronta-se com o octâmero 
de histonas (Fig. 8-25). A associação do DNA com o nucleossomo é mediada 
por um grande número (-40) de ligações de hidrogênio entre as histonas e 
o DNA, À maioria dessas ligações de hidrogênio ocorre entre as proteínas e 
os átomos de oxigênio do esqueleto fosfodiéster, próximo à fenda menor do 
DNA. Apenas sete ligações de hidrogênio são formadas entre as cadeias late- 
rais das proteinas e as bases na fenda menor do DNA. 

O grande número de ligações de hidrogênio (uma proteína de ligação ao 
DNA sequência-específica forma apenas cerca de 20 ligações de hidrogênio 
com o DNA) fornece a energia que promove o dobramento do DNA. À na- 
tureza altamente básica das histonas facilita ainda mais a curvatura do DNA 
pelo mascaramento da carga negativa dos fosfatos, que geralmente resistem à 
curvatura do DNA. Isso ocorre porque quando o DNA se curva, os fosfatos da 
parte interna da curvatura são desfavoravelmente aproximados. A natureza 
positivamente carregada das histonas também facilita a justaposição das duas 
hélices de DNA adjacentes, necessária para enrolar o DNA mais de uma vez ao 
redor do octâmero de histonas. 

A descoberta de que todos os sítios de contato entre as histonas e o 
DNA envolvem a fenda menor e o esqueleto de fosfato é consistente com a 
natureza independente de especificidade de sequência da associação entre 
o octâmero de histonas e o DNA. Nem o esqueleto de fosfato, nem a fenda 
menor são ricos em informação base-específica. Além disso, das sete liga- 
ções de hidrogênio formadas com as bases na fenda menor, nenhuma ocorre 
com elementos que distinguem entre pares de bases G:C e A:T (ver Cap. 4, 
Fig. 4-10). 


As caudas N-terminais das histonas estabilizam 
o DNA enrolado ao redor do octâmero 
A estrutura do nucleossomo também fornece informações sobre as caudas 


N-terminais das histonas. As quatro caudas de H2B e H3 emergem entre as 
duas hélices de DNA. Seus trajetos de saída são formados por duas fendas 


FIGURA 8-25 Sitios de contato entre histonas e DNA. Por simplificação, apenas as 
interações entre um único dímero de H3-H4 estão mostradas. Um subconjunto de partes das 
histonas que interage com o DNA está indicado em vermelho. Observa-se que essas regiões. 
se agrupam ao redor da fenda menor do DNA. (Luger K. et al. 1997. Nature 389: 251-260.) 
Imagem feita com MolScript, BobScript e Raster 3D. 


FIGURA 8-24 Nucleossomo des- 
provido de HZA e H2B. As histonas H2A 
e H28 foram artificialmente removidas do 
nuciossomo. É provável que essa estru- 
tura se assemelhe ao tetrâmero interme- 
diário H3, H4; do DNA na montagem de 
um nucleossomo (ver Fig. 8-20). (Luger K. 
et al, 1997. Nature 389: 251-260.) Ima- 
gem feita com MolScript, BobScript e Ras- 
ter 3D. 
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FIGURA 8-26 As caudas das histonas emergem do núcleo do nucleossomo em 
posições específicas. (a) Visão lateral ilustrando como as caudas de H3 e H28 se projetam 
entre as duas hélices de DNA. Em contrapartida, as caudas de Há e H2A emergem ou da parte 
superior ou da parte inferior de ambas as hélices de DNA. (Luger K. et al, 1997. Nature 389: 
251-260.) Imagem feita com GRASP. (b) Posição das caudas em relação à entrada e à saída do 
DNA. Esta imagem revela que as caudas das histonas emergem de várias posições em relação 
20 DNA, (Davey C. A. et al. 2002. J. Mol. Biol. 319: 1097-1113.) Imagem feita com MolScript, 
BobScript e Raster 3D. 


menores adjacentes, formando uma “falha” entre as duas hélices de DNA, 
grande o suficiente para uma cadeia polipeptídica (Fig. 8-26a). Surpreenden- 
temente, as caudas de H2B e H3 emergem de distâncias aproximadamente 
iguais ao redor do disco do octâmero (~ as posições 1 hora e 11 horas para as 
caudas de H3 e 4 horas e 8 horas para H2B). Em vez de emergir entre as duas 
hélices de DNA, as caudas aminoterminais de H2A e H4 emergem de cima ou 
de baixo de ambas as hélices de DNA (Fig. 8-26a). Essas caudas também estão 
distribuídas pela face do nucleossomo, com as caudas de HZA emergindo nas 
posições S horas e 7 horas, e as caudas de H4, nas posições 3 horas e 9 horas 
(Fig. 8-26b). Por emergirem tanto entre quanto em ambos os lados das hélices 
de DNA, as caudas das histonas funcionam como os sulcos de um parafuso, 
direcionando o DNA para se enrolar ao redor do disco do octâmero de histo- 
nas, com orientação voltada à esquerda. Como foi discutido no Capítulo 4, 
a natureza levógira da compactação do DNA introduz supertorções negativas 
no DNA. As porções das caudas mais próximas ao disco de histonas (portan- 
to, não sujeitas à clivagem com protease, discutida anteriormente) também 
realizam algumas das diversas ligações de hidrogênio entre histonas e DNA, à 
medida que passam pelo DNA. 


O enrolamento do DNA em torno do núcleo de 
histonas armazena a supertorção negativa 


Cada nucleossomo adicionado a um molde circular covalentemente fechado 
altera o número de ligação do DNA associado em aproximadamente -1,2. 
Como o DNA remanescente é mantido relaxado pelas topoisomerases, o DNA 
que é empacotado em nucleossomos se tornaria negativamente superenrola- 
do se os nucleossomos fossem removidos do DNA. Portanto, os nucleossomos 
podem ser vistos como armazenadores ou estabilizadores da super-helicoi- 
dização, ou supertorção, negativa. Por que a célula mantém um estoque de 
super-helicoidização negativa? Existem muitas situações nas quais é útil di- 
recionar o desenrolamento do DNA na célula, incluindo o início da replica- 
ção do DNA, transcrição e recombinação. É importante observar que o DNA 
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negativamente supertorcido favorece o desenrolamento do DNA (ver Cap. 4, 
Fig. 4-17). Portanto, a remoção de um nucleossomo não apenas permite o 
maior acesso ao DNA, mas também facilita o desenrolamento de sequências 
próximas de DNA (Quadro 8-2, Nucleossomos e densidade super-helicoidal). 

Se os nucleossomos estocam super-helicoidização negativa em células eu- 
carióticas, o que faz a função equivalente em células procarióticas? A resposta 
para muitos organismos procarióticos é que o genoma inteiro é mantido em 
um estado negativamente supertorcido. Isso é realizado por uma topoiso- 
merase especializada, chamada girase, que tem a capacidade de introduzir 
super-helicoidização negativa no DNA relaxado pela redução do número de 
ligação. Por exemplo, em células de E. coli, a atuação da girase resulta em uma 
densidade super-helicoidal média do genoma de aproximadamente — 0,07. 
A adição de supertorções negativas no DNA relaxado é uma reação que requer 
energia. Corroborando isso, a girase necessita de ATP para introduzir super- 
torções negativas. Na ausência de ATP, a girase só consegue relaxar o DNA 
(p. ex, reduzir o número de ligação do DNA positivamente supertorcido). 

Nem todas as bactérias precisam manter seu DNA em um estado negati- 
vamente supertorcido. Bactérias que preferem crescer em temperaturas muito 
altas (> 80°C) devem gastar energia para evitar que seu DNA se desenrole de- 
vido à desnaturação térmica. Esses organismos possuem uma topoisomerase 
diferente, chamada girase reversa. Como o nome sugere, a girase reversa 
aumenta o número de ligação do DNA relaxado na presença de ATP. Ao man- 
ter o genoma positivamente supertorcido, a girase reversa neutraliza o efeito 
da desnaturação térmica, que normalmente resultaria no desenrolamento de 
várias regiões do genoma. 


ESTRUTURA DE ORDEM SUPERIOR DA CROMATINA 


Heterocromatina e eucromatina 


Desde as primeiras observações dos cromossomos no microscópio óptico, fi- 
cou claro que eles não eram estruturas uniformes. Estudos iniciais dos cro- 
mossomos dividiram as regiões cromossômicas em duas categorias: eucro- 
matina e heterocromatina. A heterocromatina era caracterizada pela 
densa coloração com uma variedade de corantes e uma aparência mais con- 
densada, enquanto a eucromatina tinha as características opostas, com fraca 
coloração e estrutura relativamente mais aberta. À medida que o conheci- 
mento molecular sobre os genes e sua expressão avançou, ficou claro que as 
regiões heterocromáticas dos cromossomos apresentavam expressão gênica 
muito limitada. Ao contrário, as regiões eucromáticas possuiam altos níveis 
de expressão gênica, sugerindo que essas diferentes estruturas estavam conec- 
tadas aos níveis globais de expressão gênica. 

Regiões heterocromáticas apresentam pouca expressão gênica, mas isso 
não significa que essas regiões não sejam importantes. Como será visto na 
discussão sobre expressão gênica, manter um gene desativado pode ser tão 
importante quanto ativar um gene. Além disso, a heterocromatina frequente- 
mente está associada com regiões específicas do cromossomo, especialmente 
com os telômeros e com os centrômeros, sendo importante para o funciona- 
mento destes dois elementos cromossômicos essenciais. 

Ao longo dos anos, os pesquisadores adquiriram um conhecimento mole- 
cular mais completo sobre as estruturas da heterocromatina e da eucromatina. 
Está claro que o DNA em ambos os tipos de cromatina está empacotado em nu- 
cleossomos. A diferença entre a estrutura da heterocromatina e a estrutura da 
eucromatina é como os nucleossomos nessas diferentes regiões cromossômicas 
são (ou não são) organizados em estruturas maiores. Ficou claro que as regiões 
heterocromáticas são compostas por DNA nucleossomal organizado em estru- 
turas de ordem maior que resultam em uma barreira à expressão gênica. Em 
contrapartida, os nucleossomos eucromáticos são encontrados em montagens 
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PEXPERIMENTOS-CHAVE 


Quadro 8-2 Nucleossomos e densidade super-helicoidal 


Por que os nucleossomos alteram o estado topológico do 
DNA? Como descrito no Capítulo 4, há duas formas de tor- 
ção que podem contribuir para a formação do DNA super- 
torcido: a toroide e a plectonêmica. O enrolamento do DNA 
em torno do octâmero de histonas é uma forma de torção 
toroide, A orientação da torção determina se há a introdu- 
ção de supertorções positivas ou negativas (i.e., se aumenta 
ou diminui o número de ligação do DNA associado). Para a 
torção toroide, o enrolamento para a esquerda induz a super- 
-helicoidização negativa (para a torção plectonêmica, o opos- 
to é verdadeiro; a orientação para a direita está associada 
à super-helicoidização negativa). Portanto, o enrolamento 
toroide para a esquerda do DNA em torno do nucleossomo 
diminui o número de ligação do DNA associado. Por essa ra- 
zão, os nucleossomos são preferencialmente formados com 
DNA que apresenta densidade super-helicoidal negativa. Em 
contrapartida, a montagem de nucleossomos no DNA que 
possui densidade super-helicoidal positiva é muito dificil. 

A montagem de vários nucleossomos no DNA circular 
covalentemente fechado (cccDNA) necessita da presença de 
uma topoisomerase para acomodar alterações no número de 
ligação do DNA ligado às histonas (ver Quadro 8-2, Fig. 1). 
Sem a presença de uma topoisomerase, para cada nucleos- 
somo formado com o cecDNA, o DNA não ligado (não as- 
sociado aos nucleossomos) teria de acomodar um aumento 
equivalente no número de ligação (deve-se ter em mente que 
o número de ligação geral de um cccDNA é fixo na ausência 
de uma topoisomerase). Portanto, o DNA não ligado acumu- 
laria um número de ligação aumentado e uma densidade 
super-helicoidal positiva. Quanto mais positivamente super- 
torcido for o DNA não ligado, mais difícil será a montagem 
de nucleossomos adicionais nesse DNA. 

A adição de uma topoisomerase facilita muito a associa- 
ção do nucleossomo com o cccDNA. Quando uma topoiso- 
merase está presente durante a montagem do nucieossomo, 
ela não consegue agir sobre o DNA ligado ao nucleossomo. 
Em vez disso, a topoisomerase relaxa o DNA não incluído 
nos nucleossomos, reduzindo a densidade super-helicoidal 
positiva nestas regiões pela diminuição do número de liga- 
ção. Mantendo o DNA não ligado em um estado relaxado, 
as topoisomerases facilitam a ligação das histonas ao DNA 
e a formação de nucleossomos adicionais. É importante ob- 


QUADRO 8-2 FIGURA 1 A topoisomerase é necessá- 
ria para a montagem do nucleossomo usando DNA circu- 
lar covalentemente fechado (cccDNA). (a) A montagem de 
nucleossomos usando cccDNA na ausência de topoisomerase 
é limitada pelo acúmulo de super-helicoidização positiva no 
DNA não associado aos nucleossomos. (b) A adição de topoi- 
somerase sem montagem de nucieossomos adicionais ilustra 
como a topoisomerase reduz o número de ligação para rela- 
xar o DNA não incorporado nos nucieossomos. (c) Montagem 
de nucleossomos adicionais na presença de topoisomerase. 
(d) A simultânea remoção de histonas e inativação da topoi- 
somerase (p. ex, pela adição de um detergente forte) revela o 
reduzido número de ligação associado ao DNA nucieossomal. 
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Quadro 8-2 (Continuação) 


servar que o efeito global no plasmídeo é a diminuição do 
número de ligação à medida que mais nucleossomos são 
montados. 

A diminuição do número de ligação causada pela topoi- 
somerase durante a montagem de nucleossomos pode ser 
“usada como um ensaio para este evento. O ensaio tira van- 
tagem da habilidade da eletroforese em gel para distinguir 
entre moléculas de cccDNA relaxadas e supertorcidas (ver 
Cap. 4, Fig. 4:27). O primeiro passo é montar os nucleos- 
somos em um cccDNA na presença de uma topoisomerase. 
Em momentos apropriados, um detergente forte (p. ex, SDS 
[dodecil sulfato de sódio]) é adicionado à reação de monta- 
gem, inativando rapidamente a topoisomerase e removendo 
as histonas do DNA. O DNA resultante é, então, separado por 
eletroforese em gel para determinar a natureza supertorcida 
do DNA. Como o detergente inativa a topoisomerase ao mes- 
mo tempo em que remove as histonas do DNA, o número 
de ligação do DNA organizado nos nucleossomos é preser- 
vado. Em média, a topoisomerase diminui o número de liga- 
ção em —1,2 para cada nucleossomo montado no cecDNA. 
Portanto, quanto mais nucleossomos forem montados no 
cecDNA, mais negativamente supertorcido será o cccDNA 
(Quadro 8-2, Fig. 1c,d). Isso pode ser facilmente observado 
pela migração mais rápida do DNA supertorcido durante a 
eletroforese em gel (Quadro 8-2, Fig. 2). 

Como o DNA nucleossomal se enrola em torno da 
histona 1,65 vez, a formação de um único nucleossomo 
usando plasmídeo circular covalentemente fechado cria- 
ria uma torção de —1,65 e, assim, alteraria o número de 
ligação em quantidade equivalente, Como supradescrito, 
quando a alteração do número de ligação associado a cada 
nucleossomo foi medida, o número foi menor: cerca de 
—1,2 para cada nucleossomo adicionado. Esta discrepância 
é chamada de “paradoxo do número de ligação nucleos- 
somal”, e a solução para este enigma foi revelada quando 
a estrutura de cristal de alta resolução do nucleossomo foi 
resolvida. A análise cuidadosa do DNA associado ao núcleo 
de histonas mostrou que o número de bases por volta ha- 
via sido reduzido em comparação ao DNA nu (de 10,5 para 
10,2 pbivolta). A redução no número de pares de bases 
por volta resulta em aumento no número de ligação para 
ODNA. Considere-se o exemplo de um cccDNA de 10.500 
pb descrito no Capítulo 4. O DNA B normal terá 10,5 pbivol- 
ta, resultando em um número de ligação de +1.000 para o 
plasmídeo (10.500/10,5). Em contrapartida, o mesmo DNA 
com um valor de 10,2 pbívolta terá um número de ligação 
de aproximadamente +1.029 (10.500/10,2). Portanto, ao 
diminuir o número de pares de bases por volta da hélice, 
a ligação ao octâmero de histonas causa um leve aumento 
no número de ligação ao longo do comprimento do DNA 
ligado ao nucleossomo. Essa alteração reduz a mudança 
do número de ligação por nucleossomo montado de — 1,65, 
para —1,2. A diferença de aproximadamente +0,4 por nu- 
cleossomo pode ser calculada usando a diferença no núme- 
ro de pares de bases por volta e o comprimento do DNA 
associado a um nucleossomo. 

Essas questões são relevantes para os cromossomos li- 
neares eucarióticos? Para fragmentos lineares curtos, a super- 
-helicoidização não é relevante porque as extremidades do 
DNA podem rodar para acomodar alterações no número de 


ligação. Mas isso não é verdadeiro para os grandes cromos- 
somos lineares das células eucarióticas, Primeiro, o grande 
tamanho desses cromossomos não permite uma rotação rá- 
pida o suficiente para dissipar facilmente alterações na super- 
-helicoidização do DNA. Mais importante do que isso, como 
será discutido posteriormente, o cromossomo não é uma. 
simples fita linear de DNA. Cada DNA cromossômico é dobra- 
do em uma estrutura mais compacta composta por grandes 
alças que são amarradas a uma estrutura proteica chamada 
de arcabouço nuclear. Essas ligações servem para isolar to- 
pologicamente uma alça da outra e prevenir a rotação livre 
do DNA cromossômico. 
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QUADRO 8-2 FIGURA 2 Exemplo de um ensaio de 
montagem de nucleossomo que mede a diminuição as- 
sociada do número de ligação. A montagem do nucleos- 
somo foi realizada em um cccDNA relaxado na presença de 
uma topoisomerase. Antes do início da montagem (0 min), 
ou em vários momentos durante a reação de montagem do 
nucleossomo, adicionou-se detergente e o DNA foi separado 
em um gel de agarose não desnaturante, sendo visualizado 
por coloração com brometo de etídeo. Embora um gel de 
agarose não permita distinguir entre moléculas de cccONA 
positiva ou negativamente supertorcidas, a habilidade dos 
intercalantes de DNA em aumentar o número de ligação e 
direcionar o DNA em direção ao topo do gel (e conferir um 
estado mais relaxado) pode ser usada para mostrar que se 
“tratam de cccDNAS negativamente supertorcidos (não mos- 
trados). (Reproduzida, com permissão, de Ito T. et al, 1997. 
Cell 90: 145-155, Fig. 2c. ©. Elsevier.) 
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H1 ligada 


FIGURA 8-27 A histona H1 liga 
duas hélices de DNA. Durante a inte- 
ração com o nucleossomo, a histona H1 
liga-se ao DNA de ligação em uma extre- 
midade do nucleossomo e à hélice cen- 
tral do DNA nucleossomal (a metade dos 
147 pb ligados pelo octâmero do núcieo 
de histonas), 


FIGURA 8-28 A adição de H1 re- 
sulta em um DNA nucleossomal mais 
compacto. As duas imagens mostram 
uma microfotografia eletrônica do DNA 
nucleossomal na ausência (a) e na presen- 
qa (b) da histona H1, Nota-se a estrutu- 
ra mais compacta e definida do DNA na 
presença da histona H1. (Reproduzida, 
com permissão, de Thoma F. et al. 1979. 
J. Cell Biol. 83: 403-427, Figs. 4 e 6. 
© Rockefeller University Press.) 
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bem menos organizadas. Nas seções seguintes, discute-se o que se conhece em 
relação à montagem dos nucleossomos em estruturas de ordem superior. 


A histona H1 liga-se ao DNA de ligação 
entre os nucleossomos 


Uma vez que os nucleossomos estejam formados, a próxima etapa no empa- 
cotamento do DNA é a ligação da histona H1. Como as histonas do núcleo, 
H1 é uma proteína pequena e positivamente carregada (ver Tab. 8-5). H1 in- 
terage com o DNA de ligação entre os nucleossomos, estreitando ainda mais 
a associação do DNA com o nucleossomo. Essa interação pode ser detectada 
pela proteção aumentada do DNA nucleossomal após digestão pela nuclease 
de micrococos (MNase). Assim, além dos 147 pb protegidos pelo núcleo de 
histonas, a adição da histona H1 ao nucleossomo protege 20 pb adicionais do 
DNA da digestão. 

A histona H1 possui a propriedade incomum de se ligar a duas regiões 
distintas do DNA dupla-fita. Normalmente, essas duas regiões são parte da 
mesma molécula de DNA associada a um nucleossomo (Fig. 8-27). Os sítios de 
ligação de H1 estão localizados assimetricamente em relação ao nucleossomo. 
Uma dessas duas regiões ligadas pela H1 é o DNA de ligação em uma extremi- 
dade do nucleossomo. O segundo sítio de ligação ao DNA está na metade dos 
147 pb associados (o único dúplex de DNA presente no eixo díade). Portanto, 
o DNA adicional protegido da digestão pela nuclease supradescrito está restri- 
to ao DNA de ligação em apenas um lado do nucleossomo. Pela aproximação 
dessas duas regiões do DNA, a ligação de H1 aumenta a extensão do DNA 
fortemente enrolado ao redor do octâmero de histonas. 

A ligação de H1 produz um ângulo mais definido de entrada e saída do 
DNA nucleossomal. Esse efeito pode ser visualizado por microscopia eletrôni- 
ca (Fig. 8-28) e resulta no DNA nucleossomal, assumindo aparência em zigue- 
-zague. Os ângulos de entrada e saída variam muito, dependendo das condi- 
ções (incluindo concentração de sal, pH e presença de outras proteínas). Se 
for considerado que esses ângulos estão a aproximadamente 20º em relação 
ao eixo díade, isso resultaria em um padrão no qual os nucleossomos se alter- 
nariam em ambos os lados de uma região central do DNA de ligação unidos 
pela histona H1 (Fig. 8-29). 


Os arranjos de nucleossomos podem formar 
estruturas mais complexas: a fibra de 30 nm 


A ligação de H1 estabiliza as estruturas de ordem superior da cromatina. In 
vitro, à medida que a concentração de sais é aumentada, a adição da histona 
H1 provoca a formação de uma fibra de 30 nm de DNA nucleossomal. Essa 
estrutura, que pode ser observada in vivo, representa o nível seguinte de com- 
pactação do DNA. É importante ressaltar que a incorporação do DNA nessa 
fibra o torna menos acessível a muitas enzimas dependentes de DNA (como 
as RNA-polimerases). 

Existem dois modelos para a estrutura da fibra de 30 nm. No modelo 
solenoide, o DNA nucleossomal forma uma super-hélice contendo apro- 
ximadamente seis nucleossomos por volta (Fig. 8-30a). Essa estrutura está 
apoiada por estudos de microscopia eletrônica e de difração de raios X, os 
quais indicam que a fibra de 30 nm apresenta uma amplitude helicoidal de 
aproximadamente 11 nm. Este é também o diâmetro aproximado do dis- 
co do nucleossomo, sugerindo que a fibra de 30 nm é composta por dis- 
cos de nucleossomos empilhados nas extremidades em formato de hélice 
(ver Fig. 8-30a). Neste modelo, as superfícies planas de ambas as faces do 
disco do octâmero de histonas estão adjacentes entre si, e a superfície do 
DNA dos nucleossomos forma a superfície da parte externa acessível da su- 
per-hélice. O DNA de ligação está escondido no centro da super-hélice, mas 
nunca passa através do eixo da fibra. Em vez disso, o DNA de ligação forma 
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um círculo ao redor do eixo central à medida que o DNA se desloca de um 
nucleossomo para o outro. 

Um modelo alternativo para a fibra de 30 nm é o modelo de “zigue- 
-zague” (Fig. 8-30b). Esse modelo é baseado no padrão de zigue-zague dos 
nueleossomos formado após a adição de H1. Neste caso, a fibra de 30 nm 
é uma forma compactada dos arranjos de nucleossomos em zigue-zague. 
Uma estrutura recente de raios X de uma única molécula de DNA partici- 
pando de quatro nucleossomos e estudos biofísicos da natureza semelhante 
à mola de fibras de 30 nm isoladas corroboram o modelo de zigue-zague. 
Ao contrário do modelo solenoide, a conformação em zigue-zague requer 
que o DNA de ligação passe diretamente através do eixo central da fibra 
(ver Fig. 8-30b). Portanto, o DNA de ligação mais longo favorece essa con- 
formação, Como o comprimento médio do DNA de ligação varia entre as 
diferentes espécies (ver Tab. 8-4), o formato da fibra de 30 nm pode não ser 
sempre o mesmo, e ambas formas da fibra de 30 nm poderiam ser encon- 
tradas nas células, dependendo do comprimento do DNA de ligação local. 
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FIGURA 8-29 A histona H1 induz 
uma compactação mais forte do 
DNA em torno do nucleossomo. As 
duas ilustrações mostram uma compa- 
ração do enrolamento do DNA ao redor 
do nucieossomo na presença e na ausên- 
cia da histona H1. Uma histona H1 pode 
associar-se a cada nucleossomo. 


FIGURA 8-30 Dois modelos para 
a fibra de cromatina de 30 nm. Em 
cada painel, a região à esquerda mostra 
a lateral da fibra, e à direita, vê-se a fi- 
bra a partir de seu eixo central, (a) Mo- 
delo solenoide. Observa-se que o DNA de 
ligação não passa através do eixo central 
da super-hélice e que os lados e os locais 
de entrada e saida dos nucleossomos são 
relativamente inacessíveis. (b) Modelo de 
“zigue-zague". Neste modelo, o DNA de 
ligação frequentemente passa através do 
eixo central da fibra, e os lados e os pon- 
tos de entrada e saída são mais acessíveis. 
(Reproduzida, com permissão, de Pollard 
T. e Earnshaw W. 2002, Cell biology, 1st 
ed., Fig. 13-6. © Elsevier) 
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FIGURA 8-31 


Modelo especula- 
tivo para a estabilização da fibra de 
30 nm pelas caudas N-terminais das 
histonas, Neste modelo, a fibra de 30 nm 
está ilustrada utilizando-se o modelo de 
“zigue-zague". Várias interações diferen- 
tes entre as caudas e as histonas do nú- 
cleo são possíveis, Aqui, as interações são 
mostradas entre histonas altemadas, mas 
também poderiam ocorrer com histonas 
adjacentes ou histonas mais distantes. 
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As caudas N-terminais das histonas são necessárias 
para a formação da fibra de 30 nm 


As histonas do núcleo que não apresentam caudas N-terminais não podem 
formar a fibra de 30 nm. A função mais provável das caudas é estabilizar 
a fibra de 30 nm, por meio de interações entre os nucleossomos adjacen- 
tes. Esse modelo é sustentado pela estrutura tridimensional do nucleossomo, 
que mostra que cada uma das caudas N-terminais de H2A, H3 e Há interage 
com nucleossomos adjacentes na estrutura cristalizada (Fig. 8-31). Estudos 
recentes indicam que a interação entre a região aminoterminal positivamente 
carregada da histona H4 e uma região negativamente carregada do domínio 
de dobramento de histona da H2A é particularmente importante para a for- 
mação da fibra de 30 nm. Confirmando a importância dessa interação, os re- 
síduos de HZA que interagem com a cauda de H4 são conservados em muitos 
organismos eucarióticos, mas não estão envolvidos na ligação ao DNA ou na 
formação do octâmero de histonas. É possível que essas regiões de H2A sejam 
conservadas para promover interações internucleossomais com a cauda de 
H4. Como será visto a seguir, as caudas das histonas são alvos frequentes de 
modificações na célula. É provável que algumas dessas modificações influen- 
ciem na capacidade de formar a fibra de 30 nm e outras estruturas nucleosso- 
mais de ordem superior. 


A compactação adicional do DNA envolve 
grandes alças de DNA nucleossomal 


Juntos, o empacotamento do DNA em nucleossomos e a fibra de 30 nm resul- 
tam na compactação do comprimento linear do DNA em aproximadamente 
40 vezes. Essa compactação ainda é insuficiente para acomodar de 1 a 2 me- 
tros de DNA em um núcleo de aproximadamente 10" metros de diâmetro. 
Dobramentos adicionais da fibra de 30 nm são necessários para compactar 
ainda mais o DNA. Embora a natureza exata da estrutura dobrada permaneça 
imprecisa, um modelo popular propõe que a fibra de 30 nm forme alças de 40 
a 90 kb, que são unidas em suas bases por estruturas proteicas, denominadas 

o nuclear (Fig. 8-32). Vários métodos foram desenvolvidos para 
identificar as proteínas que fazem parte dessa estrutura, embora a verdadeira 
natureza do arcabouço nuclear continue a ser um mistério. 

Duas classes de proteínas que contribuem para o arcabouço nuclear fo- 
ram identificadas. Uma é a topoisomerase II (Topo Il), abundante tanto em 
preparações de arcabouço como nos cromossomos mitóticos purificados. 
O tratamento de células com fármacos que levam a quebras no DNA em sítios 
de ligação de Topo II ao DNA gera fragmentos de DNA de aproximadamente 
50 kb. Esse tamanho é semelhante à variação média observada para a digestão 
limitada de cromossomos pela nuclease e sugere que a Topo II possa ser parte 
do mecanismo que mantém o DNA na base destas alças. Além disso, a presen- 
ça de Topo II na parte inferior de cada alça asseguraria que as alças ficassem 
topologicamente isoladas umas das outras. 

As proteínas SMC também são componentes abundantes do arcabouço 
nuclear. Como discutido antes (ver seção Duplicação e segregação cromos- 
sômica), essas proteínas são componentes fundamentais da maquinaria que 
condensa e mantêm as cromátides-irmãs unidas após a duplicação cromos- 
sômica. A associação dessas proteínas com o arcabouço nuclear pode servir 
para reforçar suas funções, fornecendo um alicerce fundamental para as suas 
interações com o DNA cromossômico. 


As variantes de histonas alteram a função do nucleossomo 


As histonas do núcleo estão entre as proteinas eucarióticas mais conservadas; 
portanto, os nucleossomos formados por essas proteinas são muito semelhan- 
tes em todos os eucariotos. Existem, porém, diversas variantes de histonas en- 
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FIGURA 8-32 Estrutura de ordem superior da cromatina. (a) Uma micrografia 
eletrônica de transmissão mostra a cromatina emergindo da estrutura central do cromos- 
somo. As regiões eletrodensas correspondem ao arcabouço nuclear, que serve para orga- 
nizar as enormes quantidades de DNA encontradas nos cromossomos eucarióticos. (b) Um 
modelo para a estrutura de um cromossomo eucariótico propõe que a maior parte do DNA 
Esteja empacotada em grandes alças de fibras de 30 nm conectadas pela base ao arcabou- 
qo nuclear. Os sítios de manipulação de DNA ativa (p. ex, sítios de transcrição ou replicação 
do DNA) apresentam-se como fibras de 10 nm ou como DNA livre (também referido como 
“DNA nu"). (a, Cortesia de J.R. Paulson e U.K. Laemmli.) 


contradas nas células eucarióticas. Essas histonas incomuns podem substituir 
uma das quatro histonas comuns, formando nucleossomos alternativos. Tais 
nucleossomos podem demarcar determinadas regiões de cromossomos ou 
conferir funções especializadas ao nucleossomo ao qual foram incorporadas. 
Por exemplo, HZA.X é uma variante de HZA amplamente distribuída em nu- 
cleossomos eucarióticos. Quando o DNA cromossômico é rompido (situação 
descrita como quebra de dupla-fita), a HZA.X adjacente à quebra é fosforilada 
em um resíduo de serina que não está presente na HZA. A H2A.X fosforilada é 
reconhecida de maneira específica por enzimas de reparo do DNA, levando à 
localização do sítio de dano ao DNA. 

Uma segunda variante da histona H3, a CENP-A, está associada aos nu- 
cleossomos que incluem o DNA centromérico. Nessa região cromossômica, a 
CENP-A substitui as subunidades da histona H3 nos nucleossomos. Esses nu- 
cleossomos são incorporados ao cinetocoro que medeia a ligação do cromos- 
somo ao fuso mitótico (ver Fig. 8-12). Comparada à H3, a CENP-A inclui uma 
região caudal aminoterminal estendida, mas apresenta uma região de dobra 
de histona semelhante. Assim, é improvável que a incorporação de CENP-A al- 
tere a estrutura do núcleo do nucleossomo. No entanto, a cauda estendida de 
CENP-A pode fornecer novos sítios de ligação para outro componente proteico 
do cinetocoro, chamado CENP-C (Fig. 8-33). Confirmando que essa interação 
é fundamental para a formação do cinetocoro, a perda de CENP-A interfere na 
associação dos componentes do cinetocoro com o DNA centromérico. 
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FIGURA 8-33 Alteração da croma- 
tina pela incorporação de variantes 
de histonas. A incorporação de CENP-A 
no lugar da histona H3 parece atuar como 
um sítio de ligação para um ou mais com- 
ponentes proteicos do cinetocoro. 
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REGULAÇÃO DA ESTRUTURA DA CROMATINA 


A interação do DNA com o octâmero de 
histonas é dinâmica 


Como será discutido de maneira detalhada no Capítulo 19, a incorporação 
do DNA nos nucleossomos pode causar profundo impacto na expressão do 
genoma. Em muitos casos, é fundamental que os nucleossomos possam ser 
deslocados ou que a sua ligação ao DNA possa ser relaxada para permitir 
o acesso de outras proteínas a determinadas regiões do DNA, Consistente- 
mente com essa necessidade, a associação do octâmero de histonas ao DNA 
é inerentemente dinâmica. Além disso, há fatores que atuam no nucleos- 
somo e aumentam ou diminuem a natureza dinâmica dessa associação. 
Juntas, essas propriedades permitem alterações na posição do nucleossomo 
e na associação com o DNA, em resposta às necessidades de acesso ao DNA. 

Como acontece em todas as interações mediadas por ligações não co- 
valentes, a associação de uma região qualquer do DNA com o octâmero de 
histonas não é permanente: qualquer região individual do DNA será transien- 
temente liberada da interação forte com o octâmero de vez em quando. Essa 
liberação é similar à abertura ocasional da dupla-hélice de DNA (como discu- 
tido no Cap. 4). A natureza dinâmica do DNA ligado à estrutura do núcleo de 
histonas é importante, porque muitas proteínas de ligação ao DNA preferem 
muito mais ligar-se ao DNA livre de histonas. Tais proteínas podem reconhe- 
cer seus sítios de ligação apenas quando estes estão liberados do octâmero ou 
estão localizados no DNA de ligação ou no DNA livre de nucleossomos. 

Devido ao desenrolamento intermitente e espontâneo do DNA do nu- 
cleossomo, uma proteína pode obter o acesso aos sítios de ligação ao DNA 
com probabilidade de 1:50 a 1:100.000, dependendo de onde o sítio de li- 
gação se localiza no nucleossomo. Quanto mais central estiver o sítio de 
ligação, menos frequente será o acesso a ele. Assim, um sítio de ligação pró- 
ximo à posição 73 dos 147 pb fortemente associados ao nucleossomo estará 
raramente acessível, enquanto os sítios de ligação próximos às extremida- 
des (posições 1 ou 147) do DNA nucleossomal estarão mais frequentemen- 
te acessíveis. Essas descobertas indicam que o mecanismo de exposição se 
deve ao desenrolamento do DNA do nucleossomo, e não à breve exposição 
do DNA na superfície do octâmero de histonas (Fig. 8-34). É importante 
observar que esses estudos foram realizados em uma população de nucleos- 
somos isolados, em um tubo de ensaio: a capacidade do DNA de se desen- 
rolar de um nucleossomo pode ser diferente para grandes trechos de DNA 
que participam de vários nucleossomos adjacentes (chamados de arranjos 
nucleossomais) presentes nas células. A associação de H1 e a incorporação 
dos nucleossomos na fibra de 30 nm também alterarão essas probabilidades. 
Ainda assim, a natureza dinâmica da estrutura do nucleossomo indica que 
os nucleossomos apenas se parecem com a estrutura revelada nos estudos de 
cristalografia por raios X por curtos períodos de tempo e que, na verdade, 
passam a maior parte do tempo em outras conformações. 


Capítulo 8 Estrutura do Genoma, Cromatina e Nucleossomo 


Complexos que remodelam o nucleossomo 
facilitam seu movimento 


Além da dinâmica intrínseca demonstrada pelo nucleossomo, a estabilidade 
da interação do octâmero de histonas-DNA é influenciada por grandes com- 
plexos proteicos, denominados complexos remodeladores do nucleos- 
somo. Esses complexos de múltiplas proteínas facilitam as alterações no 
posicionamento do nucleossomo ou a interação com o DNA, utilizando a 
energia da hidrólise de ATP. Existem três tipos básicos de alterações nucleos- 
somais mediadas por essas enzimas (Fig. 8-35). Todos os complexos remo- 
deladores do nucleossomo podem catalisar o “deslizamento” do DNA ao 
longo da superfície do octâmero de histonas. Um conjunto de complexos 
remodeladores do nucleossomo pode catalisar uma segunda alteração, mais 
extrema, na qual um octâmero de histonas é ejetado em solução ou “trans- 
ferido” de uma hélice de DNA para outra. Por fim, algumas dessas enzimas 
podem facilitar a troca do dímero H2A/H2B de um nucleossomo por va- 
riantes do dimero (p. ex., H2A.X/H2B trocado por H2A/H2B em quebras de 
dupla-fita). 

Estudos recentes começaram a revelar como os complexos remodelado- 
res do nucleossomo movem o DNA na superfície do octâmero de histonas 
(Fig. 8-36). Cada uma dessas enzimas com múltiplas subunidades contém 
uma subunidade de DNA-translocase que hidrolisa ATP, capaz de se movi- 
mentar de maneira direcional (evento também chamado de translocação) so- 
breo DNA dupla-fita quando separada do restante do complexo remodelador 
do nucleossomo. Modelos atuais sugerem que os complexos remodeladores 
do nucleossomo se ligam fortemente ao octâmero de histonas e posicionam 
a subunidade de DNA-translocase adjacentemente ao DNA nucleossomal. 
Ao segurar a translocase no lugar, em relação ao octâmero de histonas, o 
resultado da hidrólise de ATP pelo complexo remodelador do nucleossomo 
é o movimento do DNA em relação à superfície do octâmero de histonas. 
A translocação do DNA gera uma alça de DNA que é liberada da superfície 
do nucleossomo próximo ao sítio de translocação. Acredita-se que essa alça 
se propague na superfície do octâmero de histonas até que alcance a outra 
extremidade do DNA nucleossomal. Embora esse movimento da alça pudesse 
prosseguir potencialmente em qualquer direção, acredita-se que outras in- 
terações entre o complexo remodelador do nucleossomo e o DNA nucleos- 
somal previnem a propagação em direção ao DNA de ligação proximal (o 
que resultaria na ausência de alteração do posicionamento nucleossomal). 


237 


FIGURA 8-34 Modelo para obten- 
ção de acesso ao DNA nucleossomal. 
Os estudos sobre a capacidade de protei- 
nas que se ligam a sequências específicas 
do DNA (proteinas de ligação ao DNA) de 
se ligarem aos nucieossomos sugere que 
o desenrolamento do DNA nucieossomal 
seja o responsável pela acessibilidade do 
DNA. Sítios de DNA próximos aos pontos 
de entrada e saída são mais acessíveis, ao 
passo que sítios de ligação próximos à 
região central do DNA ligado são menos 
acessíveis, 
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desiizamento 


FIGURA 8-35 Movimento nucleossomal catalisado pelas atividades do remode- 
lamento de nucleossomo. (Parte superior) O movimento nucieassomal pelo deslizamento 
ao longo de uma molécula de DNA expõe sítios de ligação de proteinas ao DNA. (Centro) 
Complexos remodeladores de nucleossomo também podem ejetar um nucieossomo do DNA, 
criando regiões maiores de DNA livre de nucleossomos. (Parte inferior) Um conjunto de com- 
plexos remodeladores do nucleossomo catalisa a troca de dimeros H2A/H28 por dimeros não 
modificados ou dimeros H2A/H2B variantes (p. ex., HZA-X) 


É importante observar que esta abordagem não exige que todas as interações 
entre o octâmero de histonas e o DNA nucleossomal sejam quebradas simul- 
taneamente. Em vez disso, um movimento semelhante ao de uma lagarta 
do DNA sobre a superfície do octâmero de histonas permite que a maioria 
das interações entre o DNA e as histonas seja mantida ao longo do processo 
de remodelamento. Deve-se ter em mente que diferentes sequências de DNA 
interagem com o octâmero de histonas com afinidades mais ou menos iguais. 
Portanto, uma molécula de DNA que está deslizando através do octâmero de 
histonas pode ser vista como ligada ao octâmero em vários diferentes estados 
energéticos equivalentes e o complexo remodelador do nucleossomo permite 
que o DNA acesse esses diferentes estados mais facilmente. 

Existem diversos tipos de complexos remodeladores de nucleossomos em 
uma determinada célula (Tab. 8-6). Eles podem ter de duas até mais de 10 sub- 
unidades. Cada um desses complexos contém uma subunidade hidrolisadora 
de ATP que catalisa o movimento do DNA descrito anteriormente e na Figu- 
ra 8-36. Embora a subunidade hidrolisadora de ATP seja semelhante dentre os 
diferentes complexos remodeladores do nucleossomo, as outras subunidades 
associadas a cada complexo modulam suas funções. Por exemplo, esses com- 
plexos podem incluir subunidades que os direcionem a sítios cromossômicos 
específicos. Em alguns casos, esse direcionamento é mediado por interações 
entre as subunidades do complexo de remodelamento e fatores de transcrição 
ligados ao DNA. Em outros casos, os complexos remodeladores do nucleos- 
somo são localizados pelas subunidades que se ligam a modificações especí- 
ficas das caudas de histonas (via cromodomínios ou bromodomínios, como 
será discutido adiante). 
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FIGURA 8-36 Modelo para o des- 
lizamento do DNA nucleossomal ca- 
talisado pelos complexos remodela- 
dores do nucleossomo. (3) O modelo 
propõe que um domínio de transiocação 
do DNA da subunidade hidrolisadora de 
ATP do complexo remodeiador do nu- 
cleossomo liga-se ao DNA nucleossomal 
a duas voltas de hélice da diade central 
(p.ex, na posição 52 do total de 147 pb 
associados com o nucieossomo). Outras 
subunidades do complexo remodelador 
do nucleossomo ligam-se fortemente às 
histonas. A ilustração mostra cada um dos 
contatos entre o DNA e as histonas desde 
a diade até o DNA não ligado mais próxi- 
mo (um contato por volta de hélice, sete 
do total de 14). (b) Usando a atividade de 
transiocação do DNA dependente de ATP, 
o complexo remodelador do nucieossomo 
primeiramente puxa o DNA do domínio 
de ligação mais próximo para o nucleos- 
somo. Isso rompe os cinco contatos histo- 
na-DNA entre a subunidade hidrolisadora 
de ATP e o DNA de ligação (os contatos 
rompidos estão representados em pre- 
to, e os intactos, em branco) e cria uma 
alça de DNA no lado oposto do domínio 
da translocase. (c) Os contatos rompidos 
são restabelecidos com o DNA transloca- 
do (posições 1 a 5), deixando a alça de 
DNA próxima à subunidade hidrolisadora 
de ATP (rompendo os contatos na posi- 
ção 6). (d) Para remover a alça de DNA, o 
modelo propõe que a alça se mova como 
uma “onda” através da superfície das his- 
tonas, rompendo um ou dois contatos de 
cada vez (primeiro o contato 6, depois o 
7, etc) até que todos os contatos tenham 
sido restabelecidos com a quantidade 
apropriada de DNA entre eles, ponto no 
qual o DNA em excesso não estará mais 
presente no DNA associado às histonas 
e o nucleossomo terá alterado sua posi- 
ção no DNA. (e) Após a propagação da 
alça de DNA até o DNA de ligação distal, 
a alteração da posição do nucleossomo 
= no DNA está concluída. (Adaptada, com 
permissão, de Saha A. et al. 2006. Nat. 
Rev Mol. Cell Biol. 7: 437-447, Fig. 4a. © 
Macmillan) 
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TABELA 8-6 Complexos remodeladores do nucleossomo dependentes de ATP 
Número de Domínios de ligação 
por 


Tipo subunidades histona Delizamento Troca 

SWUSNF 8a14 Bromodominio Sim Sim 

IswI 2a4 Bromodominio, domínio Sim Não 
SANT, dedo de PHD 

CHD 1a10 Cromodomínio, dedo de Sim Sim 
PHD, domínio SANT 

INO80 10216  Bromodominio Sim nd 


nd, não determinado. 


Alguns nucleossomos são encontrados em posições 
específicas: posicionamento do nucleossomo 


Devido às suas interações dinâmicas não sequência-específicas com o DNA, a 
maioria dos nucleossomos não está fixa em sua posição. Existem, porém, oca- 
siões em que a limitação da localização do nucleossomo, ou o chamado po- 
sicionamento dos nucleossomos, é benéfico. Em geral, o posicionamento 
de um nucleossomo permite que o sítio de ligação ao DNA de uma proteína 
reguladora permaneça na região acessível do DNA de ligação. Em muitos ca- 
sos, essas regiões livres de nucleossomos são maiores para permitir que regiões 
reguladoras extensas permaneçam acessíveis, Por exemplo, as regiões a mon- 
tante dos sítios de início da transcrição estão frequentemente associadas a 
grandes regiões livres de nucleossomos. 

O posicionamento dos nucleossomos pode ser direcionado por proteinas 
de ligação ao DNA ou por sequências específicas de DNA. Na célula, uma 
forma frequente envolve a competição entre os nucleossomos e as proteínas 
ligantes ao DNA. Da mesma forma que muitas proteínas não podem se ligar 
ao DNA associado a um nucleossomo, a ligação prévia de uma proteína a um 
sítio no DNA pode impedir a associação do núcleo de histonas com a região 
de DNA. Se duas dessas proteínas de ligação ao DNA estiverem ligadas em 
sítios posicionados mais próximos do que a região mínima de DNA necessária 


FIGURA 8-37 Dois modelos de posicionamento de nucleossomo dependentes de 
proteína de ligação ao DNA. (a) A associação de várias proteinas de ligação ao DNA é in- 
compatível com a associação do mesmo DNA ao octâmero de histonas. Como o nucieossomo 
necessita de um segmento maior do que 147 pb para ser formado, se dois destes fatores se 
ligarem ao DNA, separados por uma distância menor que 147 pb, o DNA interveniente não 
poderá participar de um nudeossomo. (b) Um subconjunto de proteínas de ligação ao DNA 
apresenta a capacidade de se ligar aos nucieossomos. Uma vez ligadas ao DNA, essas proteinas. 
faciltarão a montagem de nucleossomos em regiões imediatamente adjacentes ao sítio de 
ligação das proteinas ao DNA. 
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FIGURA 8-38 Os nucleossomos preferem se ligar a um DNA curvado. Sequências 
específicas de DNA podem posicionar os nucleossomos. Como o DNA está extremamente cur- 
vado quando associado ao nucleossomo, as sequências de DNA que posicionam o nucleos- 
somo estão intrinsecamente curvadas. Os pares de bases A:T apresentam tendência natural 
para dobramento em direção à fenda menor, e os pares de bases G:C apresentam a tendência 
oposta. Sequências que alternam regiões ricas em A:T e em G:C com periodicidade de ~5 pb 
atuarão como sítios preferenciais de ligação aos nucleossomos. (Adaptada, com permissão, 
de Alberts B. et al. 2002. Molecular biology of the cell, Ath ed., Fig. 4-28. © Garland Science? 
Taylor & Francis LLC.) 


para montar um nucleossomo (~150 pb), o DNA entre as proteínas permane- 
cerá livre de nucleossomos (Fig. 8-37a). A ligação de proteínas adicionais ao 
DNA adjacente pode, ainda, aumentar o tamanho da região livre de nucleos- 
somos. Além desse mecanismo inibidor do posicionamento do nucleossomo 
dependente de proteína, algumas proteínas de ligação ao DNA interagem 
firmemente com nucleossomos adjacentes, fazendo os nucleossomos serem 
preferencialmente montados logo após essas proteínas (Fig. 8-37b). 

Uma segunda maneira de posicionamento do nucleossomo envolve se- 
quências específicas de DNA que apresentam elevada afinidade pelo nucleos- 
somo. Como o DNA ligado em um nucleossomo está curvado, os nucleosso- 
mos formam-se preferencialmente sobre o DNA que se dobra com facilidade. 
Um DNA rico em A:T tem tendência intrínseca a se curvar em direção à fenda 
menor. Assim, uma região de DNA rica em A:T é favorecida em posições em 
que a fenda menor está em face do octâmero de histonas. O DNA rico em 
G:C apresenta a tendência oposta e, portanto, é preferido quando a fenda 
menor fica oposta ao octâmero de histonas (Fig. 8-38). Cada nucleossomo 
tentará maximizar essa disposição de sequências ricas em A:T e em G:C. Estu- 
dos recentes sobre o posicionamento dos nucleossomos na levedura $. cerevi- 
siae sugerem que 50% dos nucleossomos fortemente posicionados podem ser 
atribuídos à ligação preferencial do núcleo de histonas às sequências que ele 
inclui, É importante observar que, apesar de serem favorecidas, essas sequên- 
cias não são necessárias para a montagem do nucleossomo, e a ação de outras 
proteínas, incluindo remodeladoras de cromatina e fatores de transcrição, po- 
dem mover os nucleossomos de tais posições preferenciais. 

Esses mecanismos de posicionamento do nucleossomo influenciam 
a organização dos nucleossomos no genoma. Apesar disso, a maioria dos 
nucleossomos não está firmemente posicionada. Como será discutido nos 
capítulos sobre transcrição eucariótica (Caps. 13 e 19), nucleossomos fir- 
memente posicionados são mais frequentemente encontrados em sítios 
que promovem a iniciação da transcrição. Embora tenha-se discutido o 
posicionamento primeiramente como um método para garantir que uma 
sequência de DNA reguladora esteja acessível, um nucleossomo posiciona- 
do pode justamente impedir o acesso a sítios específicos do DNA por estar 
posicionado sobreposto a esta mesma sequência. Assim, os nucleossomos 
posicionados podem apresentar efeitos positivos ou negativos em relação à 
acessibilidade de sequências de DNA. Uma abordagem para o mapeamento 
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FIGURA 8-39 Modificações nas 
caudas N-terminais das histonas al- 
teram o funcionamento da cromati- 
na. Os sítios de modificações conhecidos 
estão ilustrados em cada histona. Apesar 
de novos tipos de modificações de his- 
tonas estarem sendo descritos, para fins 
de simplificação estão ilustrados apenas 
sítios de acetilação, metilação, fosforila- 
ção e ubiquitinação. A maioria dessas 
modificações ocorre nas regiões das cau- 
das, mas existem algumas modificações 
ocasionais na dobra da histona (p. ex., 
metilação da lisina 79 da histona H3). 
(Adaptada, com permissão, de Alberts B. 
et al. 2002. Molecular biology of the cell, 
áth ed, Fig. 4-35. © Garland Science) 
Taylor & Francis LLC; e, com permissão, 
de Jenuwein T. e Alis C.D. 2001, Science 
293: 1074-1080, Figs. 2 e 3. © AAAS.) 
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de localizações de nucleossomos é descrita no Quadro 8-3, Determinação do 
posicionamento do nucleossomo na célula. 


As caudas aminoterminais das histonas 
são frequentemente modificadas 


Quando as histonas são isoladas das células, na maioria das vezes, suas caudas 
aminoterminais estão modificadas por várias pequenas moléculas (Fig. 8-39). 
As lisinas das caudas são frequentemente modificadas por um único grupo 
acetil ou metil, e as argininas são modificadas com um, dois ou três grupos 
metil (Fig. 8-40). Da mesma maneira, serinas e treoninas (e uma tirosina) es- 
tão sujeitas à modificação com fosfato. Embora menos comuns, outras modi- 
ficações com grupos maiores, incluindo ADP-ribose e as pequenas proteínas 
ubiquitina e sumo, são também encontradas em histonas. 

É importante observar que modificações específicas estão associadas a his- 
tonas envolvidas em diferentes eventos celulares. Por exemplo, a acetilação das 
lisinas nas posições 8 e 16 da cauda aminoterminal da histona Há está associa- 
da aos sítios de início dos genes expressos, mas a acetilação das lisinas 5 e 12 
não está. Em vez disso, a acetilação dessas outras lísinas (5 e 12) marca molécu- 
las de H4 recém-sintetizadas que estão prontas para serem depositadas no DNA 
como parte de um novo nucleossomo. De maneira semelhante, a metilação das 
lisinas 4, 36 ou 79 da histona H3 normalmente está associada a genes expres- 
sos, enquanto a metilação das lisinas 9 ou 27 da mesma histona geralmente 
está associada à repressão transcricional. A observação de que determinadas 
modificações de histonas possuem alta probabilidade de ocorrer em regiões 
funcionais específicas da cromatina (p. ex., sítios de início da transcrição) le- 
vou à hipótese de que as modificações das caudas de histonas constituem um 
código biológico que pode ser escrito, lido e apagado por proteínas específicas 
da célula. Para uma discussão completa sobre essa hipótese, ver Quadro 19-5. 

Como as modificações nas histonas alteram a função do nucleossomo? 
Uma alteração óbvia é que tanto a acetilação como a fosforilação atuam redu- 
zindo a carga positiva geral das caudas das histonas; a acetilação de resíduos 
de lisina neutraliza suas cargas positivas (Fig. 8-41). Essa perda de carga posi- 
tiva reduz a afinidade das caudas pelo esqueleto de carga negativa do DNA. 
Igualmente importante, a modificação das caudas das histonas afeta a capaci- 
dade dos arranjos de nucleossomos para formarem estruturas mais repressivas 
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FIGURA 8-40 Estrutura das modificações da cauda de histonas. A estrutura molecu- 
lar das modificações de histona por pequenas moléculas e a classe da enzima responsável estão 
ilustradas (acetiltransferase de histona [HAT]; desacetilase de histona [HDAc]; metiltransferase 
de histona (HMT); desmetilase de histona [HDM]). Apenas o aminoácido afetado é mostrado. 
Atualmente, não se conhece nenhuma desmetilase de histona para a metilação da arginina, 
sugerindo que esta marca é perdida apenas quando a histona é removida do DNA. (Adaptada, 
com permissão, de Lohse B. et al. 2011. Bioorg. Med. Chem. 19: 3625-3636, Fig. 1. © Elsevier) 
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FIGURA 8-41 Efeitos das modificações nas caudas das histonas. (a) Efeito na asso- 
ciação do DNA ligado ao nucieossomo. Acredita-se que as caudas de histonas não modificadas 
e metiladas se associem mais fortemente ao DNA do nucleossomo do que as caudas de histo- 
nas acetiladas. (b) A modificação das caudas das histonas origina sitios de ligação para enzimas 
que modificam a cromatina. 


de ordem superior da cromatina. Como foi descrito, as caudas N-terminais 
são necessárias para a formação da fibra de 30 nm, e a modificação das cau- 
das altera essa função. Por exemplo, em concordância com a associação de 
alguns tipos de histonas acetiladas a regiões expressas do genoma, à acetila- 
ção da cauda aminoterminal da histona H4 interfere na capacidade dos nu- 
cleossomos de serem incorporados em uma fibra de 30 nm repressiva. Como 
anteriormente descrito, a formação da fibra de 30 nm é facilitada por uma 
interação entre a cauda aminoterminal positivamente carregada de H4 e a 
superfície negativamente carregada do domínio de dobra de histona de HZA. 
A acetilação interfere na associação pela alteração da carga da cauda de H4. 


Domínios proteicos em complexos 
remodeladores e modificadores de nucleossomo 
reconhecem histonas modificadas 


Caudas modificadas de histonas também podem atuar no recrutamento de 
proteínas específicas para a cromatina (Fig. 8-41b). Domínios proteicos cha- 
mados bromodomínios, cromodomínios, domínios TUDOR e dedos 
de PHD (homeodomínio de planta) reconhecem especificamente formas 
modificadas de caudas de histonas. As proteínas que contêm bromodomínios 
interagem com as caudas acetiladas das histonas, e as proteínas que contêm 
domínios TUDOR- cromodomínios e dedos de PHD interagem com as caudas 
metiladas das histonas. Outro domínio proteico, chamado domínio SANT, 
possui a propriedade oposta. Proteínas com o domínio SANT interagem pre- 
ferencialmente com caudas não modificadas de histonas. Confirmando a im- 
portância desses domínios proteicos para a interpretação das modificações 
de histonas, em várias ocasiões, proteínas que contêm esses domínios reco- 
nhecem especificamente a forma modificada de apenas um dos muitos sítios 
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possíveis da modificação da histona. Por exemplo, a proteína HP1 contém 
um cromodomínio que se ligará à lisina 9 metilada da histona H3, mas não 
se ligará a nenhum outro sítio de metilação na histona. Um fato intrigante é 
a existência de proteínas que possuem mais de um domínio desse tipo, suge- 
rindo sua especialização no reconhecimento das caudas de histonas com mo- 
dificações múltiplas. Por exemplo, há proteínas que contêm um dedo de PHD 
específica para a lisina 4 metilada da histona H3 localizado imediatamente ao 
lado de um bromodomínio capaz de reconhecer uma lisina acetilada. 

Como os domínios que reconhecem histonas modificadas alteram a fun- 
ção dos nucleossomos associados? Uma maneira importante é a em que as 
histonas modificadas recrutam enzimas que modificarão ainda mais os nu- 
cleossomos adjacentes, Por exemplo, muitas das enzimas que acetilam as 
caudas das histonas (chamadas acetiltransferases de histonas ou HATs) pos- 
suem bromodomínios que reconhecem as mesmas modificações de histona 
que criam (Tab. 8-7). Neste caso, o bromodomínio facilita a manutenção e a 
propagação das histonas acetiladas pela modificação dos nucleossomos adja- 
centes às histonas já acetiladas (como será discutido adiante). 
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Quadro 8-3 Determinação do posicionamento do nucleossomo na célula 


A significância da localização de nucleossomos adjacentes a 
sequências reguladoras importantes levou ao desenvolvimen- 
to de métodos para monitorar a localização de nucieossomos 
nas células, Muitos desses métodos exploram a capacidade 
dos nucleossomos de proteger o DNA da digestão pela nucle- 
ase de micrococos (MNase). Como descrito no Quadro 8-1, 
a MNase apresenta acentuada preferência para clivar DNA 
entre os nucleossomos, em vez de clivar o DNA fortemen- 
te associado aos nucleossomos. Essa propriedade pode ser 
utilizada para mapear os nucleossomos associados à mesma 
posição em toda uma população celular (Quadro 8-3, Fig. 1). 
Para mapear a localização dos nucieossomos de maneira 
precisa, é importante isolar a cromatina celular e tratá-la com 
uma concentração apropriada de MNase, com rompimento 
mínimo da estrutura geral da cromatina. Isso pode ser obtido 
pela lise branda das células, mantendo-se os núcleos intac- 
tos. Os núcleos, então, são rapidamente tratados (em geral, 
durante 1 minuto) com várias concentrações diferentes de 
MNase, uma proteina pequena o bastante para se difundir 
rapidamente para dentro do núcleo. O objetivo da titulação 
é clivar a região de interesse, com a MNase, apenas uma vez 
em cada célula. Após o DNA ter sido digerido, os núcleos po- 
dem ser lisados e todas as proteínas podem ser removidas do 
DNA. Os sítios de clivagem (e, principalmente, os sítios não 
clivados) deixam um registro das proteinas ligadas ao DNA. 
Para identificar os sítios de clivagem em uma determi- 
nada região, é necessário criar um ponto final definido para 
todos os fragmentos clivados e explorar a especificidade da 
hibridização de DNA. Para criar um ponto final definido, o 
DNA purificado de cada amostra é clivado com uma enzima 
de restrição capaz de clivar os sítios adjacentes ao sítio de in- 
teresse. Após a separação por tamanho usando eletroforese 
em gel de agarose, o DNA é desnaturado e transferido para 
uma membrana de nitrocelulose, de maneira que sua posição 
em relação ao gel é mantida. Isso permite que uma sonda 
de DNA marcada e com sequência específica hibridize com 
o DNA ligado à nitrocelulose (método chamado de Southern 


após o sítio de clivagem da enzima de restrição no sítio de in- 
teresse. Após a hibridização e uma série de lavagens, a sonda 
de DNA mostrará o tamanho dos fragmentos gerados pela 
MNase na região de interesse. 

Como os tamanhos dos fragmentos revelam a localiza- 
ção dos nucleossomos posicionados? O DNA associado aos 
nucleossomos posicionados será resistente à digestão pela 
MNase, deixando uma região de DNA de 160 a 200 pb 
que não foi clivada. Isso aparecerá como uma grande lacuna 
na escada de bandas de DNA detectada pelo Southern blot. 
A localização dessas lacunas revela a posição dos nucleosso- 
mos adjacentes ao sítio de restrição/sonda de DNA marcada. 

Mais recentemente, uma abordagem relacionada foi 
desenvolvida para identificar nucleossomos posicionados 
ao longo de genomas inteiros. Este método começa pela fi- 
xação das histonas no DNA pelo tratamento das células de 
interesse com formaldeído (Quadro 8-3, Fig. 2a). A seguir, 
as células são lisadas, e a cromatina é isolada e tratada com 
MNase até que a maior parte do DNA esteja do tamanho de 
um mononucleossomo (~147 pb). Após reverter a fixação, o 
DNA é separado usando eletroforese em gel, e os fragmentos 
de 147 pb resultantes são purificados e submetidos ao se- 
quenciamento de extremidades pareadas. Este método de se- 
quenciamento não apenas sequencia ambas as extremidades. 
de cada fragmento de DNA, como também controla quais 
extremidades são do mesmo fragmento de DNA. Portanto, 
o sequenciamento de extremidades pareadas revela tanto a 
localização genômica como o comprimento do fragmento 
de DNA sequenciado. Os fragmentos de DNA sequenciados, 
com tamanho definido de um nucleossomo, revelam a loca- 
lização desse nucleossomo. Essas localizações podem, então, 
ser plotadas ao longo do comprimento de cada cromossomo. 
A localização dos nucleossomos posicionados é revelada por 
sítios com vários fragmentos de DNA derivados da mesma 
região de 147 pb (Quadro 8-3, Fig. 2b). Usando esta aborda- 
gem, todos os nucleossomos posicionados ao longo de um 
genoma inteiro podem ser mapeados. 


(continua) 


246 Parte3 Manutenção do Genoma 


Quadro 8-3 (Continuação) 
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QUADRO 8-3 FIGURA 1 Análise do posicionamento 
dos nucleossomos em uma cromossõi 


mica defi- 
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Quadro 8-3 (Continuação) 


QUADRO 8-3 FIGURA 2 Análise de geno- 
ma inteiro do posicionamento de nucleossomo. 
(a) Após a fixação das células com formaldeído e o 
isolamento da cromatina, o tratamento extensivo 
da cromatina fixada com MNase resulta na geração 
de partículas predominantemente de centro nucle- 
ossomal. Após a reversão da fixação, a banda pre- 
dominante de 147 pb de DNA é isolada usando ele- 
troforese em gel e submetida ao sequenciamento 
profundo de extremidades pareadas. (b) Ilustração 
do mapeamento cromossômico dos DNAS associ: 
dos ao nudeossomo em um sítio com nucleosso- 
mos aleatórios e posicionados. 


DNAs de 


de-147pb 


-7 — 


purificar o DNA nucleossomal de 
147 pb e submetê-lo ao sequenciamento 
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TABELA 8-7 Enzimas modificadoras de histonas 


Número de Subunidade(s) 
Tipo subunidades catalítica(s) Domínios de ligação à histona Histonas-alvo 
SAGA 15 Gms Bromodomínio, cromodomínio H3 e H2B 
PCAF “ PCAF Bromodomínio H3eH4 
Nua3 5 Sas3 Dedo de PHD "3 
Nua 6 Esa1 Cromodomínio, domínio SANT, dedo de PHD H4 e H2A 
P300/CBP 1 P300/CBP___Bromodominio, dedo de PHD H2A, H2B, H3 e H4 
Complexos desacetiladores de histonas 
Número de 
Tipo subunidades catalítica(s) Dominios de ligação à histona 
NuRD 9 HDACI/HDAC2 Cromodominio, dedo de PHD 
Complexo SIR2 3 Ei) Nenhum 
Rpd3 grande 12 Rpd3 Dedo de PHD 
Rpd3 pequeno 5 Rpd3 Cromodomínio, dedo de PHD 
Metiltransferases de histona 
Domínios de ligação 
Nome à histona Histona-alvo 
ser Nenhum H3 (lisina 4) 
SUV39/CLRA Cromodomínio H3 (lisina 9) 
SET2 Nenhum H3 (lisina 36) 
DoT Nenhum H3 (lisina 79) 
PRMT Nenhum H3 (arginina 3) 
SET9/SUV4-20 Nenhum Há (lisina 20) 
Desmetilases de histonas 
Domínios de ligação 
Nome à histona Histona-alvo metilada 
LsD1 Dedo de PHD, domínio SANT H3 (lisina 4) 
JHOMI Dedo de PHD H3 (lisina 36) 
JHDM3 Dedo de PHD, domínio TUDOR H3 (lisinas 9 e 36) 


Histonas modificadas também podem recrutar outras proteínas que 
atuam sobre a cromatina. Vários complexos remodeladores de nucleossomo 
possuem uma ou mais subunidades com domínios que reconhecem his- 
tonas modificadas (ver Tab. 8-6), permitindo que as histonas modificadas 
recrutem essas enzimas. Várias proteínas envolvidas na regulação da trans- 
crição também possuem esses domínios. Por exemplo, um componente cen- 
tral da maquinaria de transcrição de eucariotos, chamado TFIID, contém um 
bromodomínio. Esse domínio direciona a maquinaria de transcrição para os 
sítios de acetilação de histonas, o que consiste em uma maneira adicional 
para que a acetilação da histona contribua para o aumento da atividade 
transcricional do DNA associado. Cromodomínios que reconhecem sítios 
de metilação de histonas associados a genes transcricionalmente reprimidos 
são encontrados em várias proteínas importantes para o estabelecimento 
da heterocromatina, incluindo a proteína HP1 e as proteínas do complexo 
Polycomb (ver Caps. 19 e 21, respectivamente). 


Enzimas específicas são responsáveis 
pelas modificações das histonas 


As modificações das histonas recém-descritas são dinâmicas e catalisadas por 
enzimas específicas (Fig. 8-40). As acetiltransferases de histonas (HATs) catali- 
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sam a adição de grupos acetil às histonas, enquanto desacetilases de histonas 
(HDAcs) removem essas modificações. Da mesma maneira, as metiltransferases 
de histonas adicionam grupos metil às histonas, e as desmetilases de histonas 
(HDMs) removem essas modificações. Um grande número de acetiltransferases 
e desacetilases de histonas diferentes foi identificado, e elas são distinguidas 
pela sua capacidade de modificar diferentes subgrupos de histonas ou, em al- 
guns casos específicos, diferentes resíduos de lisina na mesma cauda de histona. 
As metiltransferases e desmetilases de histonas parecem ser muito mais especí- 
ficas, sempre atuando em apenas uma das muitas lisinas ou argininas de uma 
histona específica (Tab. 8-7). Como modificações diferentes apresentam efeitos 
diferentes sobre a função do nucleossomo, a modificação de um nucleossomo 
com diferentes acetiltransferases ou metiltransferases de histona (ou a remoção 
de modificações pelas desacetilases ou desmetilases de histonas) pode modular à 
estrutura da cromatina e influenciar uma ampla gama de ações do DNA. 

Assim como os complexos remodeladores de nucleossomos correspon- 
dentes, essas enzimas modificadoras fazem parte de grandes complexos mul- 
tiproteicos. Subunidades adicionais desempenham funções importantes no 
recrutamento dessas enzimas para regiões específicas do DNA. Da mesma 
maneira que os complexos remodeladores de nucleossomos, essas interações 
podem acontecer com fatores de transcrição ligados ao DNA ou diretamen- 
te com os nucleossomos modificados de maneira específica. O recrutamento 
dessas enzimas para determinadas regiões de DNA é responsável pelos pa- 
drões distintos de modificações de histonas observados ao longo da cromati- 
na e é um dos mecanismos principais para a modulação dos níveis de expres- 
são gênica ao longo dos cromossomos eucarióticos (ver Cap. 19). 


A modificação e o remodelamento do nucleossomo 
atuam juntos para aumentar o acesso ao DNA 


A combinação das modificações das caudas N-terminais e o remodelamento 
dos nucleossomos podem alterar significativamente o acesso ao DNA. Como 
será visto nos Capítulos 13 e 19, os complexos proteicos envolvidos nessas 
modificações são frequentemente recrutados para sítios de transcrição ativa. 
Embora a ordem de sua atuação não seja sempre a mesma, a ação combinada 
resulta em alteração, profunda e localizada, no acesso ao DNA. A modificação 
das caudas aminoterminais pode reduzir a capacidade de arranjos de nucleos- 
somos de formar estruturas repressivas. Essa alteração cria sítios que podem 
recrutar outras proteínas, incluindo remodeladores de nucleossomo. O remo- 
delamento dos nucleossomos pode aumentar ainda mais o acesso do DNA nu- 
cleossomal, permitindo que proteínas de ligação ao DNA interajam com seus 
sítios de ligação. Essas alterações, combinadas às proteínas de ligação ao DNA 
ou a sequências de DNA apropriadas, podem resultar no posicionamento ou na 
liberação de nucleossomos em sítios específicos do DNA (Fig. 8-42). 


MONTAGEM DO NUCLEOSSOMO 


Os nucleossomos são formados imediatamente 
após a replicação do DNA 
A duplicação de um cromossomo requer a replicação do DNA € o reagrupa- 
mento das proteínas associadas a cada molécula-filha de DNA. Este último 
processo é intimamente ligado à replicação do DNA para assegurar que o DNA 
recém-replicado seja rapidamente empacotado em nucleossomos. No Capí- 
tulo 9, serão discutidos os mecanismos da replicação do DNA de maneira de- 
talhada. Aqui, são discutidos os mecanismos que promovem a formação dos 
nucleossomos após o DNA ter sido replicado. 

Embora a replicação do DNA necessite da desmontagem parcial do nu- 
cleossomo, o DNA é rapidamente recompactado em uma série ordenada de 
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FIGURA 8-42 Complexos remode- 
ladores da cromatina e modificado- 
res de histonas atuam em conjunto 
para alterar a estrutura da croma- 
tina, As proteínas de ligação ao DNA 
sequência-especificas recrutam essas enzi- 
mas para regiões específicas do cromos- 
somo, Na ilustração, a proteina de ligação 
ao DNA (azul) recruta uma acetitransfer- 
ase de histona que altera os nucieossomos 
adjacentes, aumentando a acessibilidade 
ao DNA associado, pela conversão local 
da fibra de cromatina de 30 nm para a 
forma de 10 nm, que é mais acessível. Isso 
permite a ligação de uma segunda pro- 
teina de ligação ao DNA (cor de laranja), 
que recruta um complexo remodelador de 
nucleossomo. A localização do complexo 
remodelador de nucieassomo facilita o 
deslizamento dos nucieossomos adjacen- 
tes, o que permite a exposição de um sitio 
de ligação para uma terceira proteina de 
ligação ao DNA (verde). Por exemplo, este 
poderia ser o sitio de ligação para a pro- 
teina de ligação ao TATA box em um sitio 
de inicio da transcrição. Embora a ordem 
mostrada seja a de associação de um com- 
plexo de acetiação de histona e, depois, 
a do complexo remodelador de nucleos- 
somo, ambas as ordens são observadas e 
podem ser igualmente eficientes. Também 
é verdade que o recrutamento de um di- 
ferente complexo modificador da histona 
poderia resultar na formação de uma cro- 
matina mais compacta e inacessível. 


proteína 2 de ligação ao DNA 
recruta o complexo remodolador 
de nucieossomo 
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eventos. Como já foi discutido, o primeiro passo na montagem do nucleos- 
somo é a ligação de um tetrâmero de H3-H4 ao DNA. Após a ligação do te- 
trâmero, dois dímeros de HZA-H2B associam-se, formando o nucleossomo 
completo. H1 une-se a esse complexo por último, provavelmente durante a 
formação de arranjos de ordem superior da cromatina. 

Para duplicar um cromossomo, pelo menos metade dos nucleossomos 
dos cromossomos-filhos deve ser sintetizado. Todas as histonas antigas são 
descartadas e apenas histonas novas são usadas nos nucleossomos? Se não, 
como as histonas antigas são distribuídas entre os dois cromossomos-filhos? 
O destino das histonas antigas é uma questão importante, devido ao efeito 
que a modificação das histonas pode ter sobre a acessibilidade da cromatina 
resultante, Se as histonas antigas fossem completamente descartadas, a dupli- 
cação dos cromossomos apagaria qualquer memória” dos nucleossomos pre- 
viamente modificados. Por outro lado, se as histonas antigas fossem retidas 
em um único cromossomo, esse cromossomo teria um conjunto de modifica- 
ções distinto em relação à outra cópia do cromossomo. 

Os experimentos utilizando marcação diferencial de histonas antigas e 
novas demonstraram que as histonas antigas estavam presentes em ambos 
os cromossomos-filhos (Fig. 8-43). Entretanto, a mistura não ocorre comple- 
tamente ao acaso, Os tetrâmeros de H3-H4 e os dímeros de H2A-H2B são 
compostos por histonas, ou todas novas ou todas antigas. Assim, à medida 
que a forquilha de replicação passa, os nucleossomos são desmembrados em 
seus componentes parcialmente montados. Os tetrâmeros de H3-H4 parecem 
permanecer ligados a um dos dois dúplices-filhos aleatoriamente, e nunca são 
liberados do DNA para fazer parte do estoque de histonas livres. Em contra- 
partida, os dímeros de HZA-H2B são liberados e juntam-se ao estoque livre de 
histonas disponíveis para a formação de novos nucleossomos. 

A herança de distribuição das histonas antigas durante a duplicação dos 
cromossomos fornece um mecanismo para a propagação do padrão de mo- 
dificação de histonas parental. Por esse mecanismo, histonas modificadas 
antigas tendem a se religar a um dos cromossomos-filhos em uma posição 
próxima à sua posição prévia no cromossomo parental (Fig. 8-44). As histo- 
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FIGURA 8-43 Herança das his- 
tonas após a replicação do DNA. 
Conforme o cromossomo é replicado, as 
histonas que estavam associadas ao cro- 
mossomo parental são distribuídas de 
maneira diferente. Os tetrâmeros de his- 
tonas H3-H4 são transferidos de maneira 
aleatória para uma das duas fitas-filhas, 
mas não entram no conjunto solúvel de 
tetrâmeros de H3-H4. Os tetrâmeros de 
H3-H4 recém-sintetizados formam a base 
dos nucleossomos na fita que não herdou 
o tetrâmero parental, Em contrapartida, 
os dímeros de HA e H2B são liberados 
no conjunto solúvel e competem pela 
associação com H3-H4 com as histonas 
HZA e H2B recém-Sintetizadas. Como 
consequência desse tipo de distribuição, 
em média, cada segundo tetrâmero de 
H3-H4 sobre o DNA recém-sintetizado 
será derivado do cromossomo parental. 
Esses teirâmeros conterão todas as mo- 
dificações adicionadas aos nuclenssomos 
parentais. É mais provável que os dímeros 
de H2A-H28 sejam derivados de proteinas 
recém-sintetizadas. 
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FIGURA 8-44 A herança dos 
tetrâmeros parentais de H3-H4 fa- 
cilita a herança dos estados da cro- 
matina. À medida que um cromossomo 
é replicado, a distribuição dos tetrâmeros 
parentais de H3-H4 resulta no recebimen- 
to, pelo cromossomo-filho, das mesmas 
modificações presentes no cromassomo 
parental, Essas modificações são capa- 
zes de recrutar as enzimas que realizam 
as mesmas modificações, facilitando a 
propagação correta do mesmo estado de 
modificação para os dois cromossomos- 
filhos, Para simplificar, a acetilação é 
mostrada nas regiões do núcleo das histo- 
nas. Na verdade, essa modificação ocorre 
geralmente nas caudas N-terminais. ai 
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nas antigas possuem uma probabilidade igual de se ligarem a qualquer dos 
cromossomos-filhos. Essa herança de localização de histonas modificadas ga- 
rante que um subconjunto de histonas modificadas esteja posicionado em 
posições similares em cada cromossomo-filho. A capacidade dessas modifi- 
cações em recrutar enzimas que executam modificações semelhantes nos 
nucleossomos adjacentes (ver a discussão anterior a respeito de domínios 
de ligação a histonas modificadas) oferece um mecanismo simples para a 
manutenção dos estados, ou padrões, de modificação após a replicação do 
DNA (ver Fig. 8-44). É provável que esses mecanismos desempenhem um 
papel fundamental na herança dos estados da cromatina de uma geração a 
outra. Considerando a importância da modificação de histonas no controle 
da expressão gênica (ver Cap. 19), bem como outras transações no DNA, a 
manutenção de tais estados de modificação é fundamental para manter a 
identidade celular à medida que as células replicam seu DNA e se dividem. 


A montagem dos nucleossomos requer 
“chaperonas” de histonas 


A formação dos nucleossomos não é um processo espontâneo. Os primeiros 
estudos demonstraram que a simples adição de histonas purificadas ao DNA 
resultava em pouca ou nenhuma formação de nucleossomos. Além disso, a 
maioria das histonas agregava em um arranjo não-funcional. Para a correta 
montagem dos nucleossomos, era necessário aumentar as concentrações de 
sais para níveis muito elevados (> 1 M de NaCI) e, então, reduzir lentamente 
a concentração durante muitas horas. Embora útil para os estudos sobre a 
formação de nucleossomos in vitro (como os estudos estruturais dos nucleos- 
somos, descritos anteriormente), concentrações elevadas de sais não estão en- 
volvidas na montagem do nucleossomo in vivo. 

Os estudos de formação de nucleossomos sob concentrações fisiológicas 
de sais identificaram os fatores necessários para direcionar a montagem das 
histonas sobre o DNA. Esses fatores são proteínas negativamente carregadas 
que formam complexos ou com os tetrâmeros de H3-H4 ou com os dímeros 
de HZA-H2B (ver Tab. 8-8) e os direcionam para os sítios de montagem de nu- 
cleossomos. Como eles atuam impedindo a interação improdutiva das histo- 
nas com o DNA, esses fatores foram denominados chaperonas de histonas 
(ver Fig. 8-45). 

Como as chaperonas de histonas direcionam a formação do nucleossomo 
para os sítios de síntese de novas moléculas de DNA? Estudos da chaperona 
CAF-I do tetrâmero de histonas H3-H4 sugerem uma resposta. A montagem 
do nucleossomo direcionada por CAF-I requer que o DNA-alvo esteja repli- 
cando. Assim, o DNA que está replicando é marcado de alguma maneira para 
a montagem de nucleossomos. É interessante notar que essa marca é grada- 
tivamente perdida após a finalização da replicação. Estudos de montagem 
dependente de CAF-I determinaram que a “marca” é uma proteína do tipo 
grampo deslizante em formato de anel, chamada PCNA. Como será discu- 
tido de maneira detalhada no Capítulo 9, esse fator forma um anel ao redor 
do dúplex de DNA, e é o responsável pela manutenção da DNA-polimerase 
sobre o DNA durante a síntese de DNA. Após a polimerase ter finalizado, a 


TABELA 8-8 Propriedades das chaperonas de histonas 


Número de como 
Nome subunidades Histonas ligadas grampo deslizante 
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FIGURA 8-45 Os fatores de mon- 
tagem da cromatina facilitam a for- 
mação dos nucleossomos. Após a 
forquilha de replicação ter passado, os 
fatores (chaperonas) de montagem da 
cromatina conduzem os tetrâmeros de 
H3-H4 (p. ex., CAF-I) e os dímeros de 
HZA-H2B (NAP-I) para o sítio de DNA 
recém-replicado. Uma vez sobre o DNA 
recêm-replicado, esses fatores transferem 
seu conteúdo de histonas para o DNA. 
Os fatores CAF-| são recrutados para o 
DNA recém-replicado por meio de inte- 
rações com os grampos deslizantes do 
DNA. Esses fatores de replicação auxiliares 
em formato de anel circundam o DNA e 
são liberados da maquinaria de replicação 
à medida que a forquilha de replicação 
se desloca, Para uma descrição mais de- 
talhada dos grampos deslizantes do DNA 
e sua função na replicação do DNA, ver 
Capítulo 9 


«º 


histonas antigas: [I] H2A W] H28 Wi H3 W H4 


histonas novas: | H2A [1H2B [H3 []H4 


“>tetrâmero de H3-H4 


A 


B~ dimero de H2A+H2B 


PCNA é liberada da DNA-polimerase, mas ainda permanece ligada ao DNA. 


Nesta condição, a PCNA está disponível para interagir com outras proteínas. 
A CAF-I associa-se à PCNA liberada e monta os tetrâmeros de H3-H4, prefe- 
rencialmente, sobre o DNA ligado ao PCNA. Assim, ao se associar a um com- 
ponente da maquinaria de replicação do DNA, a CAF-I é direcionada para a 
formação de nucleossomos em sítios de replicação do DNA recentes. 


RESUMO 


Dentro da célula, o DNA está organizado em grandes estru- 
turas, chamadas cromossomos. Embora o DNA seja a base de 
cada cromossomo, cerca de metade de cada cromossomo é 
composta por proteinas. Os cromossomos podem ser circula- 
res ou lineares; entretanto, cada célula apresenta um número e 
composição cromossômica característicos. Hoje é conhecida a 
sequência do genoma inteiro de milhares de organismos. Essas 
sequências revelaram que o DNA subjacente do cromossomo 
de cada organismo é usado de maneira mais ou menos eficien- 
te para codificar proteínas. Os organismos simples tendem a 
utilizar a maior parte do DNA para codificar proteínas; no en- 
tanto, organismos mais complexos utilizam apenas uma pe- 
quena porção de seu DNA para efetivamente codificar protei- 
nas. À complexidade aumentada das sequências reguladoras, 
o surgimento dos íntrons e a presença de RNAs reguladores 
adicionais (p. ex., miRNAs) contribuem para a expansão das 
regiões não codificadoras dos genomas dos organismos mais 
complexos. 

As células devem manter seus conjuntos de cromossomos 
cuidadosamente à medida que se dividem. Cada cromossomo 
deve ter elementos de DNA que promovam a manutenção dos 
cromossomos durante a divisão celular. Todos os cromossomos 
devem possuir uma ou mais origens de replicação. Nas células 
eucarióticas, os centrômeros desempenham papel fundamen- 
tal na segregação cromossômica, e os telômeros auxiliam na 
proteção e na replicação das extremidades dos cromossomos 
lineares. As células eucarióticas separam cuidadosamente os 
eventos que duplicam e segregam os cromossomos à medida 
que a divisão celular prossegue. A segregação cromossômica 
pode ocorrer de duas maneiras. Durante a mitose, um aparato 
altamente especializado garante que uma cópia de cada cro- 


mossomo duplicado seja distribuída para cada célula-filha. 
Durante a meiose, um ciclo adicional de segregação cromos- 
sômica (sem duplicação do DNA) reduz à metade o número de 
cromossomos nas células-filhas para gerar gametas haploídes, 

A combinação de DNA eucariótico e suas proteínas asso- 
ciadas é denominada cromatina. A unidade fundamental da 
cromatina é o nucleossomo, o qual é composto por duas cópias 
de cada histona do núcleo (H2A, H2B, H3 e H4) e por um seg- 
mento de DNA de aproximadamente 147 pb. Esse complexo de 
proteína e DNA desempenha duas funções importantes na cé- 
lula: compacta o DNA, permitindo que ele seja alocado dentro 
do núcleo, e restringe o acesso ao DNA. Esta última função é 
extensivamente explorada pela célula para regular muitas ope- 
rações diferentes no DNA, incluindo a expressão gênica. 

A estrutura atômica do nucleossomo mostra que o DNA 
está enrolado cerca de 1,7 vez ao redor de um núcleo proteico 
de histonas em formato de disco. Existem muitas interações 
entre o DNA e as histonas, mas, invariavelmente, não são 
base-específicas. A natureza dessas interações explica o dobra- 
mento do DNA ao redor do octâmero de histonas, e a capaci- 
dade de praticamente todas as sequências de DNA serem in- 
corporadas em um nucleossomo. Essa estrutura também revela 
a localização das caudas N-terminais das histonas e sua função 
no direcionamento do trajeto do DNA ao redor das histonas. 

Uma vez empacotado em nucleossomos, o DNA forma 
estruturas mais complexas, que permitem sua compactação 
adicional. Esse processo é facilitado por uma quinta histona, 
chamada H1. Por se ligar ao DNA tanto associado ao nucleos- 
somo quanto no DNA de ligação, H1 faz o DNA se enrolar 
mais firmemente ao redor do octâmero. Uma forma mais com- 
pacta de cromatina, a fibra de 30 nm origina-se de arranjos de 
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nucleossomos ligados pela histona H1. Essa estrutura é mais 
repressiva do que o DNA empacotado apenas nos nucleosso- 
mos. A incorporação do DNA nessa estrutura resulta na redu- 
ção drástica do seu acesso a enzimas e proteínas envolvidas na 
transcrição do DNA. 

A interação DNA-histonas do nucleossomo é dinâmica, 
permitindo um acesso intermitente das proteinas que se ligam 
ao DNA, Os complexos remodeladores dos nucleossomos au- 
mentam a acessibilidade do DNA incorporado nos nucleosso- 
mos, porque aumentam a mobilidade dos nucleossomos. Duas 
formas de mobilidade podem ser observadas: o deslizamento 
do octâmero de histonas ao longo do DNA ou a liberação com- 
pleta do octâmero de histonas do DNA, Além disso, esses com- 
plexos facilitam a troca de dímeros H2A/H2B. Os complexos 
remodeladores dos nucleossomos são recrutados para determi- 
nadas regiões do genoma, facilitando alterações no acesso à 
cromatina. Um subconjunto de nuclcossomos está restrito a 
posições fixas no genoma, os chamados nucleossomos “post- 
cionados”, O posicionamento dos nucleossomos pode ser di- 
recionado por proteínas de ligação ao DNA ou por sequências 
específicas de DNA. 

A modificação das caudas N-terminais das histonas tam- 
bém altera a acessibilidade da cromatina. Os tipos de modifi- 
cações incluem acetilação e metilação de resíduos de lisina, 
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metilação de argininas e fosforilação de serinas, treoninas e ti- 
rosinas. A acetilação das caudas N-terminais é frequentemente 
associada a regiões de expressão gênica ativa e inibe a forma- 
ção da fibra de 30 nm. As modificações nas histonas alteram 
as propriedades do próprio nucleossomo e atuam como sítios 
de ligação para proteínas que influenciam a acessibilidade da 
cromatina. Além disso, essas modificações recrutam enzimas 
que realizam a mesma modificação, levando a uma modifica- 
ção semelhante dos nucleossomos adjacentes e facilitando a 
propagação estável de regiões modificadas de nucleossomos/ 
cromatina à medida que os cromossomos são duplicados. 

Os nucleossomos são formados imediatamente após o 
DNA ter sido replicado, deixando o DNA não empacotado 
apenas por um breve período. Isso envolve a função de cha- 
peronas de histonas especializadas, que acompanham os te- 
trâmeros de H3-Há e os dímeros de H2A-H28 à forquilha de 
replicação. Durante a replicação do DNA, os nucleossomos 
são temporariamente desmontados. Os tetrâmeros de histonas 
H3-H4 e os dímeros de HZA-H2B são distribuídos de maneira 
aleatória entre as moléculas-filhas. Em média, cada nova mo- 
lécula de DNA recebe metade das histonas antigas e metade 
das histonas novas. Assim, ambos os cromossomos herdam 
histonas modificadas, as quais atuam como “sementes” para 
modificações semelhantes das histonas adjacentes. 
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Para respostas de questões de número par, ver Apêndice 2: Respostas. 


Questão 1. Liste pelo menos três propriedades que diferem 
entre a constituição do cromossomo em E. coli e em células 
humanas. 


Questão 2. Explique onde o DNA cromossômico está locali- 
zado em células procarióticas e em células eucarióticas. 


Questão 3. O tamanho do genoma está diretamente correla- 
cionado à complexidade do organismo? Explique sua resposta. 


Questão 4. Sequências intergênicas constituem > 60% do 
genoma humano. De onde vêm essas sequências intergênicas 
e quais são algumas de suas funções? 


Questão 5. Explique por que cada cromossomo de uma 
célula eucariótica possui múltiplas origens de replicação mas 
tem apenas um único centrômero. 


Questão 6. Como a coesão de cromátides-irmãs garante que 
cada célula-filha receba uma cópia de cada cromossomo? 
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Questão 7. Para uma célula humana diploide, cite quantas 
cópias de cada cromossomo estão presentes em cada célula (ou 
célula-filha). 


Início da mitose 
Fim da mitose 
Início da meiose 
Fim da meiose 1 


Fim da meiose II 


Questão 8. Em seres humanos, quais células sofrem mitose? 
Quais células sofrem meiose? 


Questão 9. Descreva os componentes de um nucleossomo. 


Questão 10. Cite os tipos de ligação que ocorrem entre as 
histonas e o DNA e a região do DNA onde essas ligações se 
formam, Essas interações são sequência-específicas? Justifique 
sua resposta. 


Questão 11. Explique por que o estoque de super-helicoidi- 
zação negativa no empacotamento do DNA em nucleossomos 
é vantajoso para as funções celulares, 


Questão 12. Qualis) domínio(s) proteico(s) reconhece(m) 
a acetilação das caudas aminoterminais de histonas? Qual(is) 
domínio(s) proteico(s) reconhece(m) caudas aminoterminais 
metiladas de histonas? 


Questão 13. Revise o Quadro 8-2, Figura 1, Para cada um 
dos DNAs descritos a seguir, preveja para onde o DNA migraria 
em um gel de agarose, Use a imagem do gel a seguir como 
guia. 


=- G 


A. cocDNA relaxado (como mostrado no Quadro 8-2, Fig. 1a). 

Iniciar montagem do nucleossomo sem topoisomerase 

(como mostrado no Quadro 8-2, Fig. 1a), tratar com deter- 

gente antes de correr os produtos em um gel de agarose. 

C. Adicionar topoisomerase à reação anterior mas evitar 
montagem adicional do nucleossomo (como mostrado no 
Quadro 8-2, Fig. 1b). Adicionar detergente antes de correr 
os produtos em um gel de agarose. 

D. Adicionar topoisomerase à reação descrita em B e permitir 
montagem adicional de nucleossomo (como mostrado no 
Quadro 8-2, Fig. 10). Adicionar detergente antes de correr 
os produtos em um gel de agarose. 


Questão 14. Você quer estudar a potencial interação entre 
o DNA ligado ao nucleossomo e uma desacetilase de histona 
específica, e decide realizar um ensaio de alteração de mobili- 
dade eletroforética (EMSA). Para uma revisão dessa técnica, ver 
Capítulo 7. Você utiliza como molde um DNA linear com ex- 
tremidades marcadas com “P que contém dois sítios de posi- 
cionamento de nucleossomo. Você monta dois nucleossomos 
no molde de DNA antes da incubação com e sem a desacetilase 
de histona. Para algumas reações, você utiliza nuclcossomos 
não modificados e, para outras, nucleossomos que são metila- 
dos na lisina 36 da histona H3. 


desacetiase de histona 
> hm 


+ 
canaleta 1 2,3 4 5 


não há + 
metilação metilação 


A. Com base nesses dados, proponha um modelo para a in- 
teração entre a desacetilase de histona e o DNA ligado ao 
nucleossomo. 

B. Qual tipo de domínio proteico você prevê que permitirá a 
interação entre a desacetilase de histona e os nucleossomos? 


Adaptada de Huh etal. (2012. EMBO J. 31; 3564-3574). 


CAPÍTULO 9 


Replicação do DNA 


UANDO A DUPLA-HÉLICE DO DNA FOI DESCOBERTA, a característica que mais 
surpreendeu os pesquisadores foi a relação de complementaridade 
entre as bases nas suas cadeias polinucleotídicas entrelaçadas. Clara- 

ment% essa estrutura complementar deveria ser utilizada como base para a 

replicação do DNA. De fato, foi a natureza autocomplementar, revelada pela 

estrutura do DNA, que finalmente convenceu muitos pesquisadores a aceita- 
rem a conclusão de Oswald T. Avery de que o DNA, e não alguma forma de 

proteína, era o responsável pela informação genética (Cap. 2). 

Na discussão sobre a função dos moldes (Cap. 4), enfatizou-se que duas 
superfícies idênticas não se atraem. De fato, é muito mais fácil visualizar a 
atração de grupos com cargas ou formatos opostos. Portanto, sem um co- 
nhecimento estrutural detalhado, poderia se prever que uma molécula tão 
complicada como o gene não poderia ser copiada de maneira direta. Em vez 
disso, a replicação envolveria a formação de uma molécula com formato com- 
plementar, e esta, por sua vez, serviria como molde para produzir uma réplica 
da molécula original. Portanto, no período que antecedeu a compreensão de- 
talhada das estruturas de proteinas e ácidos nucleicos, alguns geneticistas se 
perguntaram se o DNA serviria como molde para alguma proteina específica 
que, por sua vez, seria o molde para uma molécula de DNA correspondente. 

Porém, assim que a natureza da autocomplementaridade do DNA se tornou 
conhecida, a ideia de que os moldes de proteinas poderiam desempenhar um 
papel na replicação do DNA foi descartada. Era imensamente mais simples pres- 
supor que cada uma das duas fitas da molécula de DNA parental serviria como 
molde para a formação de uma fita-filha complementar. Embora desde o início 
essa hipótese parecesse muito adequada e verdadeira, eram necessárias evidên- 
cias experimentais para confirmá-la. Felizmente, cinco anos após a descoberta 
da dupla-hélice, evidências decisivas confirmaram a separação das fitas comple- 
mentares durante a replicação do DNA (ver discussão sobre o experimento de 
Meselson e Stahl, no Cap. 2) e foram fornecidas provas enzimáticas reais de que 
o DNA, per se, poderia atuar como molde para a sintese de novas fitas de DNA. 

Com esses resultados, a questão da replicação dos genes foi, em parte, 
resolvida. Por outro lado, o estudo da replicação do DNA havia apenas ini- 
ciado. Como inicia a replicação do DNA? Como são separadas as fitas entre- 
laçadas do DNA, para que possam ser usadas como molde? O que regula a 
extensão da replicação para que as células-filhas não acumulem nem percam 
cromossomos? Estudos sobre essas e outras questões revelaram que mesmo 
a replicação da molécula de DNA mais simples é um processo complexo, 
de múltiplas etapas, que envolve muito mais enzimas do que foi inicial- 
mente previsto após a descoberta da primeira enzima de polimerização de 
DNA. A replicação dos cromossomos eucarióticos, lineares e mais extensos, 
é ainda mais complexa. Esses cromossomos necessitam de diversos sítios de 
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início de replicação para sintetizar todo o cromossomo de forma ordenada, 
e o início da replicação deve ser cuidadosamente coordenado para garantir 
que todas as sequências sejam replicadas exatamente uma vez. Além disso, 
como a replicação convencional do DNA não pode replicar completamen- 
te as extremidades dos cromossomos (chamadas telômeros), as células de- 
senvolveram um novo método para manter à integridade dessa porção dos 
cromossomos. 

Neste capítulo, serão descritas, em primeiro lugar, as bases químicas da 
síntese de DNA e a função das enzimas que catalisam essa reação. A seguir, 
será discutida a síntese de DNA no contexto do cromossomo intacto em es- 
truturas chamadas “forquilhas de replicação”. A seguir, o foco será a iniciação 
da replicação do DNA, A replicação do DNA é fortemente controlada em to- 
das as células, e esse controle é mais fortemente exercido na iniciação. Será 
descrito como as proteínas de iniciação da replicação desenrolam o dúplex 
de DNA em sítios específicos no genoma, chamados “origens de replicação” 
e como as proteínas da forquilha de replicação são recrutadas para esses sítios 
e organizadas nos replissomos. Por fim, serão descritos como a replicação do 
DNA é terminada e os problemas especiais da replicação das extremidades dos 
cromossomos lineares. O estudo sobre a replicação do DNA revela como múl- 
tiplas proteínas juntas constituem uma máquina multienzimática complexa 
que realiza esse processo fundamental com velocidade, precisão e perfeição 
surpreendentes. 


QUÍMICA DA SÍNTESE DE DNA 


A síntese de DNA requer desoxinucleosídeos 
trifosfatados e uma junção iniciador:imolde 


A síntese de DNA necessita de dois substratos fundamentais. Primeiro, uma 
nova síntese necessita dos quatro desoxinucleosídeos trifosfatados - dGTP, 
dCTP, dATP e dTTP (Fig. 9-1a). Os nucleosídeos trifosfatados possuem três 
grupos fosforil ou fosfato, ligados ao grupo 5'-hidroxila da 2'-desoxirribose. 
O grupo fosfato mais interno (ou seja, mais próximo à desoxirribose) é cha- 
mado a-fosfato, enquanto os fosfatos do meio e o mais externo são chamados 
B-fosfato e y-fosfato, respectivamente. 

O segundo substrato essencial para a síntese de DNA é um arranjo par- 
ticular de DNA de fita simples (ssDNA) e DNA dupla-fita (dsDNA) chama- 
do junção iniciador:molde (Fig. 9-1b). Como o nome sugere, a junção 
iniciador:molde possui dois componentes principais. O molde fornece o 
ssDNA que dirige a adição de cada desoxinucleotídeo complementar. O ini- 
ciador é um segmento curto de DNA complementar ao molde. O iniciador 


iniciador anelado 
—, ftremidade crescente do DNA 


(AG, Con) saie e 
fita-molde 
do 
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FIGURA 9-1 Substratos necessários para a síntese de DNA. (a) A estrutura geral dos 
2º-desoxinucleosídeos trifosfatados. As posições dos a, e y-fosfatos estão marcadas. (b) Es- 
trutura geral de uma junção iniciador:molde. A fita iniciadora (mais curta) está completamente 
anelada à fita de DNA-moide (mais longa) e deve apresentar um 3'-OH livre adjacente a uma 
região de ssDNA do molde, A fita de DNA mais longa inclui uma região anelada ao iniciador e 
uma região de ssDNA adjacente que atua como molde para a sintese do novo DNA, A síntese 
do novo DNA ocorre a partir da extremidade 3º do iniciador. 
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deve possuir, também, um grupo 3'-OH adjacente exposto para a região de 
fita simples do molde. É este grupo 3'-OH que será estendido à medida que os 
nucleotídeos forem adicionados. 

Formalmente, apenas a porção do iniciador da junção iniciador:molde 
é um substrato para a síntese de DNA, uma vez que apenas o iniciador 
é quimicamente modificado durante a síntese de DNA. O molde apenas 
fornece a informação necessária para selecionar os nucleotídeos que serão 
adicionados. Porém, tanto o iniciador como o molde são essenciais para a 
síntese de DNA. 


O DNA é sintetizado pela extensão da 
extremidade 3' do iniciador 


As bases químicas da síntese de DNA permitem que a extensão da nova cadeia 
ocorra apenas pela extremidade 3' do iniciador (Fig. 9-2). Na verdade, essa 
é uma característica das sínteses de DNA e de RNA. A ligação fosfodiéster é 
formada em uma reação $,2, na qual o grupo hidroxila da extremidade 3' da 
fita do iniciador ataca o grupo a-fosforil do nucleosídeo trifosfatado que será 
adicionado. O outro produto da reação é o pirofosfato, que se origina a partir 
da liberação dos B e y-fosfatos do substrato nucleotídico. 

A fita-molde orienta qual dos quatro nucleosídeos trifosfatados será adi- 
cionado. O nucleosídeo trifosfatado que realizar o pareamento de bases com 
a fita-molde é altamente favorecido para ser adicionado à fita do iniciador. 
Deve-se ter em mente que as duas fitas da dupla-hélice apresentam orientação 
antiparalela. Essa disposição significa que a fita-molde para a síntese de DNA 
tem orientação oposta à da fita de DNA que está sendo sintetizada. 
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FIGURA 9-2 Diagrama do mecanismo de sintese de DNA. A sintese de DNA é iniciada 
quando o 3'OH do iniciador promove o ataque nucleofilico do a-fosfato do dNTP que será in- 
corporado. Esse ataque resulta na extensão da extremidade 3' do iniciador em um nudeotideo 
e a liberação de uma molécula de pirofosfato. A pirofosfatase rapidamente hidroiisa o pirofos- 
fato liberado em duas moléculas de fosfato. 
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A hidrólise de pirofosfato é a força promotora 
da síntese de DNA 


A adição de um nucleotídeo a uma cadeia polinucleotídica crescente de com- 
primento n é indicada pela seguinte reação: 
XTP + (XMP), > (XMP), + O—- O. 


No entanto, a energia livre para essa reação é relativamente pequena 
(AG = -3,5 kcal/mol). Qual é, então, a força que impulsiona a polimerização 
de nucleotídeos no DNA? A energia livre adicional é fornecida pela rápida 
hidrólise do pirofosfato em dois grupos fosfatos pela enzima pirofosfatase: 


0-0>20.. 

O resultado líquido da adição de um nucleotídeo e da hidrólise do piro- 
fosfato é a quebra de duas ligações fosfato de alta energia. Portanto, a síntese 
de DNA é um processo acoplado, com a seguinte reação geral: 

XTP + (XMP), — (XMP), + 20). 
Essa é uma reação altamente favorável com um AG de —7 kcal/mol, o que 


corresponde a uma constante de equilíbrio (K..) de ~10°. Uma K, alta assim 
significa que a reação de síntese de DNA é efetivamente irreversível. 


MECANISMO DA DNA-POLIMERASE 


As DNA-polimerases utilizam um único sítio 
ativo para catalisar a síntese de DNA 


A síntese de DNA é catalisada por uma classe de enzimas chamada DNA- 
-polimerase, Ao contrário da maioria das enzimas, que possuem um sítio 
ativo dedicado a uma única reação, a DNA-polimerase utiliza um único sítio 
ativo para catalisar a adição de qualquer um dos quatro desoxinucleosídeos 
trifosfatados. A DNA-polimerase apresenta essa flexibilidade catalítica porque 
explora as geometrias praticamente idênticas dos pares de bases A:T e G:C 
(deve-se ter em mente que as dimensões da hélice de DNA são amplamente 
independentes da sequência de DNA). 

Em vez de detectar o nucleotídeo exato que entra no sítio ativo, a DNA- 
«polimerase monitora a capacidade de o nucleotídeo a ser incorporado formar 
um par de bases A:T ou G:C (Fig. 9-3). Apenas quando um par de bases correto 
é formado, o grupo 3'-OH do iniciador e o grupo a-fosfato do nucleosídeo 
trifosfatado estão em posição ótima para a catálise. Os pareamentos de bases 
incorretos provocam reduções drásticas nas taxas de adição de nucleotídeos, 
devido ao alinhamento cataliticamente desfavorável desses substratos (ver 
Fig. 9-3b). Este é um exemplo de seletividade cinética, na qual uma enzima fa- 
vorece a catálise utilizando um entre vários possíveis substratos por aumentar 
de maneira significativa a taxa de formação de ligação apenas quando o subs- 
trato correto está presente. De fato, a taxa de incorporação de um nucleotídeo 
incorreto é até 10.000 vezes mais lenta do que quando o pareamento de bases 
está correto. Um método comum para monitorar a síntese de um novo DNA 
é descrito no Quadro 9-1, Ensaios de incorporação podem ser usados para 
medir a síntese de ácidos nucleicos e de proteínas. 

As DNA-polimerases apresentam uma capacidade impressionante para dis- 
tinguir entre ribonucleosídeos e desorribonucleosídeos trifosfatados (ENTPs e 
dNTPs). Embora os rNTPs estejam presentes em concentração cerca de 10 vezes 
superior na célula, são incorporados a uma taxa mais de 1.000 vezes menor do 


a base pareada corretamente 


xt 


& 


om 
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FIGURA 9-3 Bases corretamen- 
te pareadas são necessárias para a 
adição de nucleotídeos catalisada 
pela DNA-polimerase. (a) Diagrama 
esquemático do ataque de uma extremi- 
dade 3'-OH do iniciador a um dNTP com 
base corretamente pareada. (b) Diagrama 
esquemático da consequência do parea- 
mento incorreto de bases para a catálise 
feita pela DNA-polimerase, No exemplo 
mostrado, o par de bases incorreto A'A 
desloca o a-fosfato do nucieotídeo que 
será incorporado. Esse alinhamento incor- 
reto reduz drasticamente a taxa de catá- 
lise, resultando na adição preferencial de 
dNTPS corretamente pareados pela DNA- 
-polimerase. (Adaptada, com permissão, 
de Brautigam CA. e Steitz TA. 1998 
Curr. Opin. Struct, Biol. 8: 54-63, Fig. 4d 
© Elsevier) 
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Ensaios de incorporação podem ser usados para medir a síntese de ácidos nucleicos e de proteinas 


Como se pode medir a atividade de uma DNA-polimerase? 
O ensaio mais simples usado para medir a sintese de um po- 
limero é um ensaio de incorporação. No caso da DNA-poli- 
merase, esse tipo de ensaio mede a incorporação de dNTPs 


Na 


precursores marcados em moléculas de DNA, Normalmente, 
os dNTPs são marcados pela inclusão de átomos radioativos 
em uma porção do nucleotídeo que será retida no produ- 
to de DNA final (p. ex., pela substituição do átomo de fós- 


QUADRO 9-1 FIGURA 1 Duas formas de desoxinu- 
cleotídeos trifosfato marcados. (a) [u-“PJdATP. Neste nu- 
cleotídeo, o a-fósforo é substituído pelo isótopo radioativo 
*p. Observa-se que apenas este átomo de fósforo se tornará 
parte do DNA após a incorporação do nucleotídeo. (b) Análo- 


go de timidina trifosfato fluorescentemente marcado. Neste 
precursor marcado, o composto fluorescente fluoresceina foi 
ligado por um conector à posição 5 do anel da timina, que é 
normalmente ligada a um grupo metil. 

(continua) 
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Quadro 9-1 (Continuação) 


foro no a-fosfato pelo isótopo radioativo “P) (Quadro 9-1, 
Fig. 1a). Alternativamente, os nucleotídeos podem ser sinte“ 


tizados com moléculas fluorescentes no lugar do grupo me- a sir ago 


til do dTTP (Quadro 9-1, Fig. 1b). Esse grupo metil não está 
envolvido no pareamento de bases, e as DNA-polimerases 
podem acomodar prontamente grupos muito maiores nes- 
te local. Em ambos os casos, essas modificações permitem o 
fácil monitoramento do nucleotídeo marcado usando filme 
ou fotomultiplicadores sensíveis para detectar elétrons ou 
fótons emitidos. 

Umensaio de incorporação requerduas etapas (Quadro 9-1, 
Fig. 2). Primeiro, o precursor é incorporado aos polímeros. No 
caso da DNA-polimerase, isso é realizado pela incubação da 
polimerase com uma junção iniciadorimolde e o(s) dNTP(s) 
precursor(es) marcado(s) por um determinado período de 
tempo. Na maioria dos casos, apenas um dos quatro dNTPs 
é marcado, porque isso em geral fornece níveis facilmente 
detectáveis dos nucleotídeos incorporados. Segundo, os 
polímeros resultantes devem ser separados dos precursores 
incorporados. No caso do DNA, isso pode ser realizado de 
duas maneiras. A reação da DNA-polimerase pode ser pas- 


sada através de uma membrana positivamente carregada na =r 
presença de concentrações de sal que permitem a ligação do V= 
esqueleto de DNA de alta carga negativa, mas não dos nu- NT 


cleotídeos, que têm carga bem menor. Altemativamente, a 


| DNA liga-se à membrana 


eletroforese em gel pode ser usada para separar os produtos Lg TP neta om 
qr 


de DNA por tamanho, porque os nucleotídeos não incorpora- 
dos migrarão muito mais rápido do que o produto de DNA. 
Em ambos os casos, a quantidade de DNA sintetizado pode 
ser medida pela determinação da quantidade de nucleotideo 
marcado incorporado no polimero de DNA. 

i descrito um ensaio de incorporação no contexto de 
uma reação da DNA-polimerase; entretanto, abordagens se- 
melhantes são usadas para medir as atividades das enzimas 
que dirigem a síntese de RNA ou de proteínas. Por exemplo, 
aminoácidos marcados podem ser usados de maneira seme- 
Ihante para analisar sua incorporação nas proteinas. 


E 


QUADRO 9-1 FIGURA 2 Ensaio de incorporação para 
medir a sintese de DNA. No exemplo apresentado, a ligação 
à membrana é usada para separar nucleotídeos marcados 


ao de Eos papa 
8 


medir marcação associada à 
membrana para determinar a 
quantidade de nova sintese de DNA 


não incorporados dos incorporados ao DNA. Tempo (min) 


que os dNTPs. Essa discriminação é mediada pela exclusão estérica de ENTPs do 
sítio ativo da DNA-polimerase (Fig. 9-4). Na DNA-polimerase, o sítio de ligação 
ao nucleotídeo não consegue acomodar uma 2'-OH no nucleotídeo que chega. 
Esse espaço é ocupado por dois aminoácidos que fazem contato com o anel 
do açúcar por meio de ligações de van der Waals. A troca desses aminoácidos 
por outros com cadeias laterais menores (p. ex., trocando-se um resíduo de 
glutamato por uma alanina) resulta em uma DNA-polimerase com capacidade 
reduzida de discriminação entre dNTPs e ENTPs. Os nucleotídeos que apresen- 
tam alguns, mas não todos, os requerimentos para serem usados pela DNA- 
-polimerase podem inibir a síntese de DNA pela terminação do alongamento. 
Esses nucleotídeos representam uma classe importante de fármacos usados para 
tratar câncer e infecções virais (ver Quadro 9-2, Agentes anticancerígenos e an- 
tivirais atuam sobre a replicação do DNA). 
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As DNA-polimerases assemelham-se a uma 
mão que segura a junção iniciador:molde 


A compreensão do mecanismo molecular de como as DNA-polimerases cata- 
lisam à síntese de DNA surgiu de estudos da estrutura atômica de várias DNA- 
-polimerases ligadas às junções iniciador:molde. Essas estruturas revelaram 
que o substrato de DNA se encaixa em uma grande fenda que se assemelha 
a uma mão direita parcialmente fechada (Fig. 9-5). Com base na analogia 
com a mão, os três domínios da polimerase são chamados de polegar, dedos 
e palma. 

O domínio da palma é composto por uma folha £ e contém os elementos 
principais do sítio catalítico. Particularmente, essa região da DNA-polimerase 
liga-se a dois íons metálicos divalentes (em geral, Mg” ou Zn”) que alteram 
o ambiente químico em torno do dNTP corretamente pareado e a 3-OH do 
iniciador (Fig. 9-6). Um íon metálico reduz a afinidade da 3-OH por seu hi- 
drogênio. Isso gera um 3'O` que é preparado para o ataque nucleofílico do 
a-fosfato do dNTP a ser incorporado. O segundo fon metálico coordena as 
cargas negativas do P-fosfato e do y-fosfato do dNTP e estabiliza o pirofosfato 
produzido pela junção do iniciador com o nucleotídeo a ser incorporado. 

Além de seu papel na catálise, o domínio de palma também verifica a 
precisão do pareamento entre nucleotídeos recém-adicionados. Essa região da 
polimerase efetua inúmeros contatos por ligações de hidrogênio com pares 
de bases na fenda menor do DNA recém-sintetizado. Esses contatos não são 
base-específicos (ver Fig. 4-10), mas são formados apenas se os nucleotídeos 
recentemente adicionados (quaisquer que eles sejam) estiverem corretamente 
pareados. Um malpareamento de DNA nessa região interfere com os conta- 
tos da fenda menor e causa redução considerável na velocidade de catálise, 
A combinação de catálise lenta e afinidade reduzida pelo DNA recém-sinte- 
tizado permite a liberação do iniciador do sítio ativo da polimerase e, em 
muitos casos, esta fita liga-se a e sofre a ação de uma nuclease de revisão que 
remove o DNA malpareado (como será discutido posteriormente). 

Quais são as funções dos dedos e do polegar? Os dedos também são impor- 
tantes para a catálise. Vários resíduos localizados nos dedos ligam-se ao dNTP 
que será incorporado. Uma vez que o par de bases correto entre o dNTP e o mol- 
de é formado, o domínio dos dedos desloca-se, envolvendo o dNTP (Fig. 9-7). 
Essa forma de “mão” fechada da polimerase estimula a catálise porque aproxi- 
ma o nucleotídeo que será incorporado dos íons metálicos catalíticos. 
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FIGURA 9-4 Ilustração esquemáti- 
ca das restrições estéricas que previ- 
nem o uso de precursores rNTP pela 
DNA-polimerase. (a) Ligação de um 
dNTP corretamente pareado à DNA-poii- 
merase. Nestas condições, a extremidade 
3'-OH do iniciador e o a-fosfato do dNTP 
estão bastante próximos. (b) A adição de 
um 2'-OH resulta em conflito estérico 
com os aminoácidos (aminoácidos discri- 
minadores) no sítio de ligação ao nucleo- 
tídeo. Isso resulta no deslocamento do 
a-fosfato do dNTP. Sob essas condições, o 
a-fosfato é alinhado de maneira incorreta 
com a 3-0H do iniciador, reduzindo dras- 
ticamente a taxa de catálise. 
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FIGURA 9-5 A estrutura tridimensional da DNA-polimerase lembra uma mão di- 
reita. (a) Representação esquemática da DNA-polimerase ligada a uma junção iniciador:molde, 
Os dedos, o polegar e a palma estão marcados. O DNA recêm-sintetizado está associado à 
palma e o sitio de catálise de DNA está localizado na fenda entre os dedos e o polegar. A região 
de fita simples da fita-molde está nitidamente curvada e não passa entre o polegar e os dedos, 
(b) imagem similar da DNA-polimerase de T7 ligada ao DNA. O DNA é apresentado de maneira 
espacial, e a proteina, como um diagrama de fitas. Os dedos e o polegar são compostos por 
a-héices. O dominio de palma está encoberto pelo DNA. O dNTP que será incorporado está 
mostrado em vermelho (base e desoxirribose) e em amarelo (porção trifosfato). A fita-molde 
do DNA está mostrada em cinza-escuro, e a fita do iniciador está mostrada em cinza-claro, 
(Adaptada de Doublié S. et al., 1998. Nature 391: 251-258. Imagem preparada com MolScript, 
BobScript e Raster3D.) 


O domínio dos dedos também se associa à região do molde, levando a 
uma volta de quase 90° do esqueleto de fosfodiéster entre a primeira e a se- 
gunda bases do molde. Essa conformação do molde serve para expor apenas a 
primeira base do molde, após o iniciador, no sítio catalítico e evita qualquer 
dúvida a respeito da base que efetuará o pareamento com o próximo nucleo- 
tídeo a ser adicionado (Fig. 9-8). 

Ao contrário dos dedos e da palma, o domínio do polegar não está inti- 
mamente envolvido na catálise. Em vez disso, o polegar interage com o DNA 
recém-sintetizado (ver Fig. 9-5). Isso tem dois objetivos. Primeiro, manter a 
posição correta do iniciador e do sítio ativo. Segundo, o polegar auxilia na 
manutenção da forte associação entre a DNA-polimerase e seu substrato. Essa 
associação contribui para a capacidade de adição de vários dNTPs cada vez 
que a DNA-polimerase se liga a uma junção iniciador:molde (ver discussão a 


Em resumo, uma série ordenada de eventos ocorre cada vez que a DNA- 
-polimerase adiciona um nucleotídeo na cadeia de DNA em crescimento. 
O nucleotídeo a ser incorporado pareia com a próxima base disponível do 
molde. Essa interação faz os dedos da polimerase se fecharem em torno do 
dNTP pareado. Essa conformação da enzima posiciona os íons metálicos ca- 
talíticos essenciais à catálise, ocorrendo a formação da próxima ligação fos- 
fodiéster. A ligação do nucleotídeo pareado ao iniciador leva à reabertura dos 
dedos e à movimentação da junção iniciador:molde em um par de bases. 
A polimerase está, então, pronta para o próximo ciclo de adição. É importan- 
te ressaltar que cada um desses eventos é fortemente estimulado pelo parea- 
mento correto das bases do dNTP que será incorporado e do molde. 
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FIGURA 9-6 Dois íons metálicos ligados à DNA-polimerase catalisam a adição de 
nucleotídeos. (a) Ilustração do sítio ativo de uma DNA-polimerase, Os dois fons metálicos 
(mostrados em verde) são mantidos em seus lugares por interações com dois resíduos de as- 
partato altamente conservados. O ion metálico A interage, primeiro, com o 3'-OH, resultando 
na associação reduzida entre O e H. Isso cria um grupo 3'0. nucleofílco, O on metálico B 
interage com os trifosfatos do dNTP que será incorporado, neutralizando suas cargas negativas. 
Após a catálise, o produto de pirofosfato é estabilizado por meio de reações similares com o 
fon metálico B (não mostrado). (b) Estrutura tridimensional do sítio ativo dos ions metálicos 
associado à DNA-polimerase de T7, a extremidade 3'-OH do iniciador e o nucleotídeo que será 
incorporado. Os fons metálicos são mostrados em verde, e os demais elementos são mostrados 
nas mesmas cores da Figura 9-5b. A imagem da polimerase mostrada aqui é aproximadamente 
equivalente à imagem mostrada na Figura 9-5b após uma rotação de ~180° ao redor do eixo 
da hélice do DNA. (Adaptada de Doublié 5. et al, 1998, Nature 391: 251-258. Imagem prepa- 
rada com MolScript, BobScript e Raster 3D.) 


As DNA-polimerases são enzimas processivas 


A catálise pela DNA-polimerase é rápida. As DNA-polimerases são capazes 
de adicionar cerca de 1.000 nucleotídeos/s a uma fita de iniciador. Essa alta 
velocidade de síntese de DNA deve-se em grande parte à natureza processi- 
va da DNA-polimerase. A processividade é uma característica das enzimas 
que atuam sobre substratos poliméricos. Nos caso das DNA-polimerases, o 
grau de processividade é definido como o número médio de nucleotídeos 
adicionados cada vez que a enzima se liga à junção iniciador:molde. Cada DNA- 
-polimerase apresenta uma processividade característica, que pode variar de 
alguns poucos nucleotídeos até mais de 50.000 bases adicionadas por evento 
de ligação (Fig. 9-9). 

A velocidade de síntese de DNA é muito aumentada pela adição de múl- 
tiplos nucleotídeos por evento de ligação. A etapa limitante da síntese de 
DNA é a ligação inicial da polimerase à junção iniciador:molde. Em uma 
reação normal da DNA-polimerase, a localização e ligação a uma junção 
iniciador:molde leva -1 segundo. Uma vez ligada, a adição de um nucleotí- 
deo é muito rápida (na faixa de milissegundos). Assim, uma DNA-polimerase 
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FIGURA 9-7 A DNA-polimerase 
“prende” o molde e o nucleotídeo 
que será incorporado quando um par 
de bases correto é formado. (a) lustra- 
ção das alterações na estrutura da DNA- 
-polimerase após o pareamento correto 
entre o nucleotídeo que será incorporado 
e o molde de DNA. A primeira alteração 
é uma rotação de 40° de uma das hélices 
no domínio dos dedos, chamada hélice 
O. Na conformação aberta, essa hélice 
está distante do nucleotídeo que será in- 
corporado. Quando a polimerase está na 
conformação fechada, essa hélice desioca- 
-se e realiza várias interações importantes 
com o dNTP. Um resíduo de tirosina rea- 
liza interações de empilhamento com a 
base do dNTP, e dois residuos carregados 
associam-se ao trifosfato. A combinação 
dessas interações posiciona o dNTP para 
a catálise mediada pelos dois lons metáli- 
cos ligados à DNA-polimerase. (Com base 
em Doublié S, et al, 1998. Nature 391: 
251-258, Fig. 5. © 1998.) (b) Estrutura da 
DNA-polimerase de T7 ligada a seu subs- 
trato na conformação fechada, (Roxo) Hé- 
lice O; o resto da estrutura proteica é mos- 
trada em transparente para maior clareza, 
(Cor-de-rosa) Os resíduos tirosina, lisina e 
arginina essenciais podem ser vistos atrás 
da hélice O. (Vermelho) Base e desoxirri- 
bose do dNTP a ser incorporado; (cinza- 
«<laro) iniciador; (cinza-escuro) fita-molde; 
(verde) os dois lons metálicos catalítcos; 
(amarelo) fosfatos. (Adaptada de Doublié 
S, etal. 1998. Nature 391: 251-258. Ima- 
gem preparada com MolScript, BobScript 
e Raster 3D.) 


FIGURA 9-8 Ilustração do trajeto 
do molde de DNA na DNA-polimera- 
se. O DNA recêm-replicado está associado 
à região da palma da DNA-polimerase. No 
sítio ativo, a primeira base da região de 
fita simples do molde está em uma posi- 

jo esperada para um DNA de dupla-fita. 

medida que se segue a fita-molde em 
direção à sua extremidade 5', o esqueie- 
to de fosfodiéster curva-se abruptamente 
em 90°. Dessa maneira, a segunda base e 
todas as bases subsequentes de fita sim- 
ples são posicionadas de modo a impedir 
qualquer pareamento de bases com um 
dNTP ligado ao sítio ativo, 


totalmente não processiva adicionaria 1pb por segundo. Em contrapartida, as 
DNA-polimerases mais rápidas adicionam até 1.000 nucleotídeos/s, porque 
permanecem associadas ao molde durante milhares de ciclos de adição de 
dNTPs. Consequentemente, uma polimerase altamente processiva aumenta à 
velocidade total de síntese de DINA em cerca de 1.000 vezes, em comparação 
a uma enzima completamente não processiva. 

O aumento da processividade é facilitado pela capacidade de as DNA- 
«polimerases deslizarem ao longo do molde de DNA. Uma vez ligada a uma 
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junção iniciador;molde, a DNA-polimerase interage firmemente com grande 
parte da região de dupla-fita do DNA de maneira não sequência específica. Es- 
sas interações incluem interações eletrostáticas entre o esqueleto fosfatado e o 
domínio de polegar, e interações entre a fenda menor do DNA e o domínio de 
palma (descrito anteriormente). A natureza independente de sequência des- 
sas interações permite o movimento fácil do DNA, mesmo após sua ligação à 
polimerase. Cada vez que um nucleotídeo é adicionado à fita do iniciador, o 
DNA libera-se parcialmente da polimerase. (As ligações de hidrogênio com a 
fenda menor são rompidas, mas as interações eletrostáticas com o polegar são 
mantidas.) O DNA, então, é rapidamente religado à polimerase, mas agora em 
uma posição alterada em 1 pb, utilizando o mesmo mecanismo não específi- 
co por sequência. Aumentos adicionais na processividade são alcançados por 
meio de interações entre a DNA-polimerase e proteínas acessórias, que serão 
discutidas adiante. 


Exonucleases realizam uma revisão de 
leitura no DNA recém-sintetizado 


Um sistema baseado apenas na geometria do pareamento de bases e na com- 
plementaridade entre as bases é incapaz de alcançar o extraordinário nível de 
precisão observado na síntese de DNA de uma célula (aproximadamente um 
erro a cada 10" pb adicionados). A principal limitação na precisão da DNA- 
-polimerase é a oscilação ocasional (aproximadamente 1:10* vezes) das bases 
para a forma tautomérica “incorreta” (imino ou enol) (ver Cap. 4, Fig. 4-5). 
Essas formas alternadas das bases permitem que pares de bases incorretos se- 
jam posicionados corretamente para a catálise (Fig. 9-10). Quando o nucleoti- 
deo retorna a seu estado “correto”, o nucleotídeo incorporado é mal-pareado 
com o molde e deve ser eliminado. 
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FIGURA 9-9 As DNA-polimerases 
sintetizam o DNA de maneira pro- 
cessiva. Esta ilustração mostra a dife- 
rença entre uma DNA-polimerase pro- 
cessiva e uma não processiva. Ambas 
as DNA-polimerases ligam-se à junção 
iniciadormolde. Após a ligação, a enzima 
não processiva adiciona um único dNTP à 
extremidade 3' do iniciador e é liberada 
da junção iniciador:molde. Em contra- 
partida, uma DNA-polimerase processiva 
adiciona vários dNTPs cada vez que se liga 
ao molde. 


enoi-guanina 


FIGURA 9-10 A alteração tautomé- 
rica da guanina resulta em um malpa- 
reamento com a timidina. (a) Parea- 
menta de bases entre a forma ceto normal 
da guanina com a citosina. (b) Na rara oca- 
sião em que a guanina assume a forma de 
tautômero enol, ela pareia com a timidina 
em vez de parear com a citosina. Embora 
tenha sido ilustrado o maipareamento do 
iautômero alternativo da guanina, cada 
uma das outras bases pode formar tautô- 
meros alternativos que mudam sua especi- 
ficidade de pareamento de bases, 
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CONEXÕES CLÍNICAS 


o 9-2 Agentes anticancerigenos e antivirais atuam sobre a replicação do DNA 


O papel central da replicação do DNA durante a divisão celu- 
lar faz dela um alvo comum para fármacos quimioterápicos. 
que visam prevenir o crescimento de tumores. Esses fármacos 
atuam em vários estágios da replicação do DNA. 

Vários agentes quimioterápicos comuns atuam sobre 
a biossintese de precursores de nucleotídeos para o DNA, 
deixando a DNA-polimerase desprovida de novos blocos de 
construção. Por exemplo, os fármacos 5-fluoruracil (5-FU) e 
6-mercaptopurina (6-MP) são análogos de precursores de 
nucleotídeos que inibem a síntese de pirimidinas e purinas, 
respectivamente (Quadro 9- 1a,b). A 5-FU é o princi- 
pal agente usado no tratamento de câncer colorretal e tam- 
bém no tratamento de cânceres de estômago, pâncreas e de 
mama avançado. À 6-MP é usada sobretudo para tratar pa- 
cientes com leucemia aguda (tumor de células sanguíneas). 

Outros fármacos anticâncer atuam mais diretamente so- 
bre a sintese de DNA. A citosina-arabinosídeo (AraC) é um 
análogo de desoxicitidina que, após ser convertida em nu- 
cleosídeo trifosfato, é incorporada ao DNA no lugar da dCTP 
(Quadro 9-2, Fig. 1c). Uma vez incorporada ao DNA, a dife- 
rença entre a desoxirribose da dCTP e a arabinose da AraCTP 
leva ao posicionamento incorreto da 3'-OH do iniciador de 
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QUADRO 9-2 FIGURA 1 Estruturas de reagentes qui- 
mioterápicos comuns que atuam sobre a replicação do 
DNA. (a) 5-fluoruracil, (b) 6-mercaptopurina, (c) citosina- 
-arabinosídeo, (d) cisplatina, (e) 1,3-bis-(2-cloroetil)-1-nitro- 
sureia, (f) azidotimidina e (g) aciclovir. 


DNA e à terminação do alongamento. Como a 6-MP, a AraC 
é usada principalmente no tratamento da leucemia aguda. 

Uma terceira classe de quimioterápicos danifica o 
DNA e bloqueia sua replicação. A cisplatina e a 1,3-bis-(2- 
-cloroetil)-1-nitrosureia (BCNU) causam ligações intra e in- 
tercadeias no DNA quando há resíduos de G adjacentes uns 
aos outros (Quadro 9-2, Fig. 1d,e). Essas ligações (particu- 
larmente o tipo intercadeia) interferem no alongamento do 
DNA. A cisplatina é um dos principais fármacos usados para 
tratar câncer testicular metastático, e a BCNU é usada no tra- 
tamento de tumores cerebrais e leucemias, Da mesma ma- 
neira, a camptotecina e o etoposide são inibidores de topoi- 
somerases que bloqueiam a habilidade dessas proteinas de 
reestabelecerem uma ligação fosfodiéster após a clivagem do 
esqueleto de DNA (ver Cap. 4, Fig. 4-24). O tratamento com 
qualquer um desses inibidores deixa uma quebra no DNA que 
termina a replicação do DNA quando a DNA-polimerase tenta 
usá-lo como molde. 

Como classe, esses fármacos têm como alvo células que 
estão replicando o seu DNA e, portanto, que se dividem com 
frequência. Embora a natureza de divisão rápida das células 
cancerigenas as tomem particularmente suscetíveis a tais fár- 
macos, outras células do corpo também são afetadas. Não 
surpreende que esses inibidores da replicação do DNA tam- 
bém sejam tóxicos para células do hospedeiro que crescem 
rapidamente, como hemácias e leucócitos, pelos e células 
da mucosa gastrintestinal. A inibição do crescimento dessas 
células leva aos efeitos colaterais, hoje bem conhecidos, de 
vários quimioterápicos, incluindo imunossupressão (devida à 
perda de leucócitos), anemia (pela perda de hemácias), diar- 
reia (devida a defeitos gastrintestinais) e queda de cabelos, 

Os inibidores da replicação também têm sido usados 
como agentes antivrais. O primeiro fármaco que demonstrou 
ser efetivo contra o HIV foi a azidotimidina (AZT), um análogo 
de timidina que inibe a DNA-polimerase especializada (cha- 
mada transcriptase reversa) (ver Cap. 12) que copia o genoma 
de RNA do HIV em DNA, após a infecção. Posteriormente, um 
análogo do nucleosídeo guanina, chamado aciclovir, substi- 
tuiu o AZT como o inibidor de preferência para a DNA-polime- 
rase de HIV. Nesse análogo, a ribose do nucleosídeo normal é 
substituída por uma estrutura de cadeia aberta que lembra a 
porção da ribose mais próxima à base (Quadro 9-2, Fig. 11,9) 
Ainda assim, esse análogo pode ser modificado para uma 
forma de trifosfato que pode ser incorporada pela DNA-po- 
limerase viral no DNA. Uma vez incorporados, esses análogos 
atuam como terminadores de cadeia, porque são desprovidos 
de ribose e, portanto, de uma 3'-OH necessária para a adição 
do nucleotídeo seguinte. É importante notar que esses fárma- 
cos são pouco reconhecidos pelas DNA-polimerases celulares 
e, assim, possuem efeitos colaterais menores do que os dos 
análogos de nucieotídeos usadas como quimioterápicos. 


A remoção desses nucleotídeos malpareados é mediada por um tipo 
de nuclease que foi originalmente identificada no mesmo polipeptídeo 
que a DNA-polimerase, Chamadas de exonucleases de revisão de lei- 
tura, essas enzimas degradam o DNA a partir de uma extremidade 3' de 
DNA (i.e., a partir da extremidade crescente de uma nova fita de DNA). 
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(As nucleases capazes de degradar o DNA apenas a partir de uma extremi- 
dade são chamadas exonucleases; as nucleases capazes de clivar no meio 
de uma fita de DNA são chamadas endonucleases.) 

Inicialmente, a presença de uma exonuclease 3' no mesmo polipeptídeo 
que uma DNA-polimerase fez pouco sentido. Por que haveria necessidade de 
a DNA-polimerase degradar o DNA que ela havia recém-sintetizado? O papel 
dessa exonuclease tornou-se claro quando foi determinado que ela apresenta 
enorme preferência em degradar o DNA com pareamento de bases incorreto. 
Assim, na ocorrência da adição de um nucleotídeo incorreto à fita iniciadora, 
a exonuclease de revisão de leitura remove esse nucleotídeo da extremidade 3' 
da fita. Essa “revisão de leitura” do DNA recém-adicionado fornece à DNA- 
-polimerase uma segunda chance para adicionar o nucleotídeo correto. 

A remoção de nucleotídeos malpareados é facilitada pela capacidade re- 
duzida de a DNA-polimerase adicionar um nucleotídeo adjacente a um ini- 
ciador contendo um par de bases incorreto. O DNA malpareado altera a geo- 
metria entre a 3'-OH e o nucleotídeo a ser incorporado, devido a interações 
fracas com a região da palma. Essa geometria alterada reduz a velocidade de 
adição do nucleotídeo da mesma maneira que a adição de um dNTP incorre- 
tamente pareado reduz a catálise. Assim, quando um nucleotídeo malpareado 
é adicionado, ele diminui a velocidade de adição de novos nucleotídeos e 
aumenta a velocidade da atividade da exonuclease de revisão de leitura. 

Da mesma maneira que a síntese processiva de DNA, a revisão de leitura 
pode ocorrer sem a dissociação do DNA da polimerase (Fig. 9-11). Quando 
um par de bases malpareado está presente no sítio ativo da polimerase, a jun- 
ção iniciador:molde é desestabilizada, criando vários pares de bases de DNA 
não pareado. O sítio ativo da DNA-polimerase liga-se muito mal a esse molde 
malpareado, mas o sítio ativo da exonuclease possui uma afinidade 10 vezes 
maior por extremidades 3' de fita simples. Portanto, a extremidade 3' recém- 
-despareada move-se do sítio ativo da polimerase para o sítio ativo da exonu- 
clease, O nucleotídeo incorreto é removido pela exonuclease (um nucleotídeo 
adicional também pode ser removido). A remoção da base malpareada pos- 
sibilita o restabelecimento da junção iniciador:molde e sua ligação ao sítio 
ativo da polimerase, permitindo que a síntese de DNA continue. 

Essencialmente, as exonucleases de revisão de leitura funcionam como a 
“tecla de deletar” de um teclado, removendo apenas os erros mais recentes. 
A presença da exonuclease de revisão de leitura aumenta muito a precisão da 
síntese de DNA. Em média, a DNA-polimerase insere um nucleotídeo incorre- 
to a cada 10º nucleotídeos adicionados. As exonucleases de revisão de leitura 
diminuem a ocorrência de uma base incorreta para cada 10” nucleotídeos adi- 
cionados. Essa taxa de erro ainda é consideravelmente alta em comparação à 
taxa de mutação observada em uma célula típica (aproximadamente um erro 
a cada 10"° nucleotídeos adicionados). O nível adicional de precisão é forne- 
cido pelo sistema de reparo de maus pareamentos pós-replicação, descrito no 
Capítulo 10. 


FORQUILHA DE REPLICAÇÃO 


Ambas as fitas do DNA são sintetizadas 
juntas na forquilha de replicação 


Até agora, discutiu-se a síntese de DNA em um contexto relativamente artifi- 
cial, isto é, em uma junção iniciador:molde que está produzindo apenas uma 
fita de DNA. Na célula, ambas as fitas do dúplex de DNA são replicadas ao 
mesmo tempo. Isso requer a separação das duas fitas da dupla-hélice, forman- 
do dois moldes de DNA. A junção entre as duas fitas-molde recém-separadas 
e o dúplex de DNA não replicado é conhecida como forquilha de repli- 
cação (Fig. 9-12). A forquilha de replicação desloca-se continuamente em 
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FIGURA 9-11 As exonucleases de 
revisão de leitura removem as bases 
malpareadas da extremidade 3' do 
DNA. (a) Quando um nucieotídeo incorre- 
to é incorporado ao DNA, a taxa de síntese 
de DNA é reduzida devido ao posiciona- 
mento incorreto da 3'-OH. (b) Na presen- 
ça de uma extremidade 3' malpareada, 
os últimos 3 a 4 nucleotídeos do iniciador 
tornam-se fita simples, resultando em 
maior afinidade pelo sítio ativo da exonu- 
cease. Uma vez ligado a esse sítio ativo, o 
nucleotídeo malpareado (e, com frequên- 
cia, algum nucieotídeo adicional) é remo- 
vido. (c) Após a remoção do nucleotídeo 
malpareado, uma junção iniciador-molde 
adequadamente pareada é restabelecida, 
e a polimerização é retomada (o DNA 
recém-sintetizado está representado em 
vermelho). (Adaptada, com permissão, de 
Baker TA, e Bel S.P. 1998. Cell 92: 295- 
305, Fig. 1b. © Elsevier) 
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direção do deslocamento 
da polimerase da fita tardia 


DNA replicado DNA não replicado 


FIGURA 9-12  Forquilha de replicação. (Vermelho) DNA recém-sintetizado; (verde) ini- 
ciadores de RNA. Os fragmentos de Okazaki estão representados bem mais curtos do que 
realmente ocorrem, por propósitos ilustrativos. Na célula, os fragmentos de Okazaki podem ter 
de 100 a 2.000 bases, dependendo do organismo. 


direção à região do dúplex de DNA não replicado, deixando em seu trajeto 
dois moldes de ssDNA que coordenam, cada um, a síntese de uma fita de DNA 
complementar. 

À natureza antiparalela do DNA é uma dificuldade à replicação simultã- 
nea dos dois moldes expostos pela forquilha de replicação. Como o DNA é 
sintetizado apenas pelo alongamento da extremidade 3', apenas um dos dois 
moldes expostos pode ser replicado de forma contínua à medida que a for- 
quilha de replicação se movimenta. Sobre essa fita-molde, a polimerase sim- 
plesmente “segue” a forquilha de replicação. À fita de DNA recém-sintetizada, 
coordenada por esse molde, é conhecida como fita-líder. 

A síntese da nova fita de DNA coordenada pelo outro molde de ssDNA é 
mais problemática, Esse molde faz a DNA-polimerase se deslocar em direção 
oposta à forquilha de replicação. A fita de DNA sintetizada a partir desse mol- 
de é chamada fita tardia, ou fita retardada. Como mostrado na Figura 9-12, 
essa fita de DNA deve ser sintetizada de maneira descontínua. 

A DNA-polimerase na fita-líder pode sintetizar o DNA assim que seu mol- 
de for exposto, porém, a síntese da fita tardia precisa esperar que o deslo- 
camento da forquilha de replicação exponha uma extensão considerável do 
molde antes que este possa ser replicado. Cada vez que uma extensão con- 
siderável do molde para uma nova fita tardia é exposta, a síntese de DNA é 
iniciada e continua até que ela alcance a extremidade 5' de uma região recém- 
-sintetizada de DNA da fita tardia. 

Os pequenos fragmentos de DNA recém-sintetizados, formados na fita 
tardia, são chamados fragmentos de Okazaki e variam de 1.000 a 2.000 
nucleotídeos de comprimento nas bactérias, e de 100 a 400 nucleotídeos 
nos eucariotos. Logo após a sua síntese, os fragmentos de Okazaki são cova- 
lentemente ligados, produzindo uma nova fita de DNA contínua e intacta 
(ver discussão a seguir). Os fragmentos de Okazaki são, portanto, intermediá- 
rios temporários na replicação do DNA. 


A iniciação de uma nova fita de DNA 
requer um iniciador de RNA 


Como descrito anteriormente, todas as DNA-polimerases necessitam de um 
iniciador com uma extremidade 3'-OH livre. Elas não podem iniciar uma 
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nova fita de DNA de novo. Então, como inicia a síntese de novas fitas de DNA? 
Para realizar isso, a célula aproveita-se da habilidade das RNA-polimerases em 
fazer o que as DNA-polimerases não conseguem: iniciar novas cadeias de RNA 
de novo. A primase é uma RNA-polimerase especializada em sintetizar peque- 
nos iniciadores de RNA (com 5 a 10 nucleotídeos) sobre um molde de ssDNA. 
Esses iniciadores são, subsequentemente, estendidos pela DNA-polimerase. 
Embora as DNA-polimerases incorporem somente desoxirribonucleotídeos 
no DNA, elas podem iniciar a síntese utilizando um iniciador de RNA ou de 
DNA anelado ao molde de DNA. 

Embora ambas as fitas, líder e tardia, necessitem da primase para iniciar a 
síntese de DNA, a frequência de funcionamento da primase sobre as duas fitas 
é bastante diferente (ver Fig. 9-12). Cada fita-líder necessita apenas de um 
único iniciador de RNA. Em contrapartida, a síntese descontínua da fita tardia 
requer a síntese de um novo iniciador para cada fragmento de Okazaki. Como 
uma única forquilha de replicação pode replicar milhões de pares de bases, a 
síntese da fita tardia pode necessitar de centenas de fragmentos de Okazaki e 
de iniciadores de RNA correspondentes. 

Ao contrário das RNA-polimerases envolvidas na síntese de RNA men- 
sageiro (mRNA), RNA ribossômico (rRNA) e RNA transportador (tRNA) (ver 
Cap. 15), a primase não necessita de uma sequência de DNA estendida para 
iniciar a síntese de RNA. Em vez disso, as primases preferem iniciar a síntese 
de RNA usando um molde de ssDNA contendo um trímero específico (GTA, 
no caso da primase de Escherichia coli). Corroborando essa preferência, a aná- 
lise da sequência do genoma de E. coli mostra que a sequência-alvo GTA para 
a primase de E. coli está super-representada nas porções do genoma que servi- 
rão de molde para a síntese da fita tardia de DNA. 

A atividade da primase é drasticamente aumentada quando ela se associa 
a outra proteína que atua na forquilha de replicação, chamada DNA-heli- 
case. Essa proteina desenrola o DNA na forquilha de replicação, criando um 
molde de ssDNA onde a primase pode atuar. A função da DNA-helicase será 
considerada de maneira detalhada adiante. A necessidade de um molde de 
ssDNA e da associação com a DNA-helicase garantem que a primase esteja 
ativa apenas na forquilha de replicação. 


Os iniciadores de RNA devem ser removidos 
para finalizar a replicação do DNA 


Para completar a replicação do DNA, os iniciadores de RNA, utilizados para a 
iniciação, devem ser removidos e substituídos por DNA (Fig. 9-13). A remoção 
dos iniciadores de RNA pode ser considerada um evento de reparo do DNA e 
apresenta muitas propriedades do reparo do DNA por excisão, explicado de 
maneira detalhada no Capítulo 10. 

Para substituir os iniciadores de RNA por DNA, uma enzima denominada 
RNase H reconhece e remove a maior parte de cada iniciador de RNA. Essa 
enzima degrada especificamente o RNA que está realizando pareamento de 
bases com DNA (par isso, o “H” do nome, que corresponde a “híbrido” em 
uma molécula híbrida de RNA:DNA). A RNase H remove todo o iniciador de 
RNA, exceto o ribonucleotídeo diretamente ligado à extremidade do DNA. 
Isso ocorre porque a RNase H só consegue clivar ligações entre dois ribonu- 
cleotídeos. O ribonucleotídeo final é removido por uma exonuclease 5' que 
degrada RNA ou DNA a partir de suas extremidades 5”. 

A remoção do iniciador de RNA deixa uma lacuna no DNA dupla-fita 
que funciona como um substrato ideal para a DNA-polimerase - uma junção 
iniciador:molde (ver Figura 9-13). A DNA-polimerase preenche essa lacuna por 
meio do pareamento de cada nucleotídeo, deixando uma molécula de DNA 
completa, exceto por uma quebra no esqueleto fosfodiéster entre a extremi- 
dade 3'-OH e o 5'-fosfato da fita reparada. Essa “quebra” no DNA é reparada 
por uma enzima chamada DNA-ligase. A DNA-ligase utiliza um cofator de 
alta energia (como ATP) para formar uma ligação fosfodiéster entre uma extre- 
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FIGURA 9-13 Remoção dos ini- 
ciadores de RNA a partir do DNA 
recém-sintetizado. As funções sequen- 
ciais da RNase H, da exonuclease 5', da 
DNA-polimerase e da DNA-ligase durante 
a remoção dos iniciadores de RNA estão 
ilustradas. (Cinza) DNA presente antes 
da remoção do iniciador de RNA; (verde) 
iniciador de RNA; (vermelho) DNA recém- 
-sintetizado que substitui o iniciador de 
RNA, 
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FIGURA 9-14 As DNA-helicases 
separam as duas fitas da dupla-hé- 
lice. Quando ATP é adicionado a uma 
DNA-helicase ligada ao ssDNA, a helicase 
desloca-se com polaridade definida sobre 
o ssDNA. No exemplo dado, a helicase 
apresenta uma polaridade 5' —» 3'. Essa 
polaridade significa que a DNA-helicase 
está usando a fita tardia como molde na 
forquilha de replicação. 
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midade 5'-fosfato e uma 3'-OH adjacentes. A síntese de DNA estará completa 
somente após a substituição de todos os iniciadores de RNA e a ligação de 
todas as quebras. 


As DNA-helicases desenrolam a dupla-hélice 
à frente da forquilha de replicação 


As DNA-polimerases em geral não são eficientes em promover a separação das 
duas fitas do dúplex de DNA. Portanto, na forquilha de replicação, uma terceira 
classe de enzimas, denominadas DNA-helicases, catalisa a separação das duas 
fitas do dúplex de DNA. Essas enzimas ligam-se ao ssDNA e deslocam-se uni- 
direcionalmente sobre este, utilizando a energia da hidrólise de nucleosídeos 
trifosfatados (normalmente ATP) para deslocar qualquer fita de DNA que esteja 
anelada ao ssDNA. Em geral, as DNA-helicases que atuam na forquilha de re- 
plicação são proteinas hexaméricas que assumem o formato de anel (Fig. 9-14). 
Esses complexos proteicos em formato de anel circundam uma das duas fitas 
simples na forquilha de replicação, próximo à junção de fita simples:dupla-fita. 

Assim como as DNA-polimerases, as DNA-helicases atuam de maneira 
processiva. Uma vez associadas ao substrato, são capazes de desenrolar vários 
pares de bases de DNA, As DNA-helicases em formato de anel, encontradas 
na forquilha de replicação, apresentam processividade elevada justamente 
porque circundam o DNA. A liberação da helicase do seu substrato de DNA 
requer a abertura do anel proteico hexamérico, o que é um evento raro. Por 
outro lado, a helicase dissocia-se do DNA quando alcança a extremidade da 
fita de DNA que ela está envolvendo. 

Obviamente, essa interação entre a enzima e o DNA apresenta problemas 
para a ligação da DNA-helicase ao substrato de DNA em um primeiro mo- 
mento. Esse problema é mais Óbvio para cromossomos circulares, onde não 
há extremidade de DNA sobre a qual a DNA-helicase possa atuar. Entretanto, 
como as helicases são quase sempre incorporadas em sítios internos do DNA 
nos cromossomos lineares, o mesmo problema existe durante a replicação 
desses DNAs. Assim, há mecanismos especializados que abrem o anel da DNA 
helicase e a posicionam em torno do DNA antes do restabelecimento do anel 
(ver seção sobre Início da replicação do DNA). Essa ligação topológica entre 
as proteínas envolvidas na replicação de DNA e seus substratos de DNA é um 
mecanismo comum para aumentar a processividade. 
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Cada DNA-helicase desloca-se ao longo do ssDNA em uma direção defi- 
nida. Essa propriedade é chamada de polaridade da DNA-helicase. As DNA- 
-helicases podem ter polaridade de 5' — 3' ou de 3º — 5”. Essa direção sempre 
é definida de acordo com a fita de DNA ligada (ou circundada, no caso de 
uma helicase em formato de anel), em vez da fita que é deslocada. Uma DNA- 
-helicase que atua sobre o molde da fita tardia da forquilha de replicação 
exibe polaridade de 5' —» 3' para permitir que a DNA-helicase prossiga em 
direção à região de dúplex da forquilha de replicação (ver Fig. 9-14). Assim 
como acontece em todas as enzimas com deslocamento direcional sobre o 
DNA, o movimento da helicase requer o fornecimento de energia química, 
que, neste caso, é fornecida pela hidrólise de ATP. 


A DNA-helicase puxa o DNA de fita simples 
através de um poro proteico central 


Como uma DNA-helicase hexamérica usa a energia da hidrólise do ATP para 
se mover ao longo do DNA? A determinação da estrutura atômica de uma 
helicase hexamérica viral ligada a um substrato de ssDNA forneceu informa- 
ções valiosas sobre essa questão. Nessa estrutura, o ssDNA é circundado pelas 
seis subunidades da helicase (Fig. 9-15). Cada subunidade possui uma alça 
proteica em formato de “grampo” que se liga a um fosfato do esqueleto de 
DNA e às suas duas riboses adjacentes. É interessante notar que essas alças de 
ligação ao DNA são encontradas em formato de escada espiral voltada para a 
direita, cada uma delas ligada ao fosfato seguinte ao longo do ssDNA. Como 
mostrado na Figura 9-15, o topo da escada está associado à extremidade 5' e 
sua base, à extremidade 3 do ssDNA. 

A estrutura atômica é apenas uma fotografia; entretanto, cada uma das 
seis diferentes subunidades está em um estágio diferente no processo de 
translocação do DNA. Juntas, as interações das diferentes subunidades com o 
DNA e com ATP/ADP revelam como o movimento coordenado desses gram- 
pos proteicos consegue puxar o ssDNA através do poro central da helicase. 
Uma subunidade liga-se primeiro ao ssDNA no topo da estrutura (Fig. 9-15b), 
e a alça de ligação ao DNA move-se através de sucessivas conformações em 
direção à base, trazendo consigo o DNA ligado. É importante notar que cada 
uma dessas conformações está associada a um diferente estado de ligação ao 
nucleotídeo; a conformação do topo está em um estado ligado ao ATP, a cen- 
tral está em um estado ligado ao ADP, e a da base é desprovida de ligação a um 
nucleotídeo. Assim, à medida que uma única subunidade se liga, hidrolisa e 
libera ATP, ela passa através das conformações do topo, do centro e da base. 
De maneira geral, pode-se pensar na helicase como tendo seis mãos que pu- 
xam uma corda de mão em mão. 

Além de se translocar ao longo do ssDNA, uma helicase precisa também 
deslocar a fita complementar para desenrolar o DNA. No caso dessa helicase 
hexamérica, a estrutura do canal central mostra que o deslocamento da fita 
deve ocorrer para que o DNA passe através do canal. Em seu ponto mais es- 
treito, o canal central possui um diâmetro de 13 À, grande o suficiente para 
acomodar o ssDNA, mas muito pequeno para acomodar os 20 À de diâmetro 
do dsDNA. 


Proteínas de ligação ao DNA de fita simples 
estabilizam o ssDNA antes da replicação 


Após a passagem das DNA-helicases, a ssDNA recém-gerada deve permane- 
cer livre de pareamentos para ser utilizada como molde na síntese de DNA. 
Para estabilizar as fitas separadas, as proteínas de ligação ao ssDNA (SSBs, 
ssDNA-binding proteins) ligam-se rapidamente a essas fitas. A ligação de uma 
SSB promove a ligação de outra SSB ao ssDNA imediatamente adjacente 
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FIGURA 9-15 Estrutura e mecanismos propostos para uma DNA-helicase. (a) Es- 
trutura geral da helicase hexamérica E1 do papilomavírus bovino. Cada subunidade é apre- 
sentada em uma cor diferente, e o complexo é mostrado em visão lateral (à esquerda) e em 
uma visão de cima do canal central do hexâmero (à direita). As subunidades proteicas são 
mostradas em forma de fita e o ssDNA, como um diagrama de palitos, (b) llustração do 
movimento proposto para os grampos de ligação ao DNA. Nestas imagens, são mostrados 
apenas o ssDNA no canal central da helicase e dois dos seis grampos proteicos essenciais que 
se ligam ao DNA durante a transiocação. As três visões mostram o grampo roxo interagindo 
com o fosfato associado ao nucleotídeo preto que se move a partir do estado do topo (a 
subunidade associada ao grampo está ligada ao ATP) para o estado central ligado ao ADP) e 
para o estado da base (desligado do nucleotídeo). Observa-se como a base preta do ssDNA se 
move com os grampos azuis do ATP e do ADP + Pi, mas é liberada na imagem sem nucleo- 
tdeo. A religação do ATP move a alça de ligação ao DNA de volta para a posição no topo, 
permitindo a ligação a um novo fosfato (como visto para o grampo azul - que está um passo 
à frente do grampo roxo — no painel "sem nucieotideo”; os cabeçalhos dos painéis referem- 
-se à subunidade do grampo roxo). Observa-se que as outras quatro alças de ligação ao DNA 
também estão se movendo através dos mesmos intermediários. (Reproduzida de Enemark 
EJ. e Joshua-Tor L 2006. Nature 442: 270-275. Código PDB: 2GXA. Imagem preparada com 
MolScript, BobScript e Raster 3D.) 


(Fig. 9-16). Essa ligação é denominada ligação cooperativa e ocorre porque 
as moléculas de SSB ligadas a regiões de ssDNA imediatamente adjacentes tam- 
bém podem interagir entre si. As interações SSB-SSB estabilizam fortemente a 
interação das SSBs com o ssDNA, fazendo os sítios ocupados por uma ou mais 
moléculas de SSB se tornarem sítios preferenciais de ligação para outras SSB. 

A ligação cooperativa assegura que o ssDNA seja rapidamente coberto por 
SSB à medida que ele é liberado da DNA-helicase. (À ligação cooperativa é uma 
propriedade de várias proteínas de ligação ao DNA. Ver Cap. 18, Quadro 18-4, 
Concentração, afinidade e ligação cooperativa.) Uma vez coberto com SSB, o 
ssDNA é mantido alongado, o que facilita sua utilização como molde para a 
síntese do DNA ou para a síntese do iniciador de RNA. 

A SSB interage com o ssDNA de maneira independente de sequência. As 
SSBs interagem principalmente com o ssDNA por meio de interações eletros- 
táticas com o esqueleto fosfatado e interações de empilhamento com as bases 
do DNA. Ao contrário das proteínas de ligação ao DNA sequência-específicas, 
as SSBs formam poucas, ou nenhuma, ligações de hidrogênio com as bases do 
ssDNA. 
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FIGURA 9-16 Ligação da proteina de ligação ao DNA de fita simples (558) ao 
DNA. (a) Uma quantidade limitada de SSB é ligada a quatro das nove moléculas de ssDNA 
mostradas. (b) À medida que mais moléculas de S$8 se ligam ao DNA, elas ligam-se prefe- 
rencialmente adjacentes às moléculas de SS8 já ligadas. Ocorrerá ligação às outras moléculas 
de ssDNA somente após as moléculas de SSB terem coberto completamente as moléculas de 
SSDNA já ligadas. Nota-se que quando o ssDNA está coberto com SS8, ele assume uma confor- 
mação mais estendida, que impede a formação de pares de bases intramoleculares. 


As topoisomerases removem as supertorções produzidas 
pelo desenrolamento do DNA na forquilha de replicação 


À medida que as fitas do DNA são separadas na forquilha de replicação, o 
dsDNA em frente à forquilha torna-se progressivamente supertorcido (super- 
torção positiva, Fig. 9-17). Esse acúmulo de supertorções é o resultado da ação 
da DNA-helicase que rompe o pareamento das bases entre as duas fitas. Se as 
fitas de DNA não sofrerem quebras, não há como reduzir o número de ligação 
(o número de vezes que as duas fitas do DNA passam uma sobre a outra) para 
acomodar esse desenrolamento do dúplex de DNA (ver Cap. 4). Assim, à me- 
dida que a DNA-helicase avança, o DNA deve acomodar o mesmo número de 
ligação em um número de pares de bases cada vez menor. Na verdade, para 
que o DNA à frente da forquilha de replicação permaneça relaxado, uma laça- 
da do DNA deve ser removida a cada cerca de 10 pb de DNA desenrolado. Se 
não existisse um mecanismo para aliviar o excesso de superenrolamentos, a 
maquinaria de replicação giraria como uma manivela até parar, em função do 
aumento de pressão no DNA existente antes da forquilha. 

O problema é mais claro nos cromossomos circulares das bactérias, mas 
também se aplica aos cromossomos eucarióticos. Como os cromossomos eu- 
carióticos não são círculos fechados, eles poderiam, a princípio, sofrer rota- 
ções em toda a sua extensão para dissipar as supertorções introduzidas. Po- 
rém, nem sempre é assim: é simplesmente impossível rodar uma molécula 
de DNA, com milhões de pares de bases de comprimento, cada vez que uma 
volta da hélice é desenrolada. 

As supertorções introduzidas pela ação da DNA-helicase são removidas 
por topoisomerases que atuam sobre o dsDNA não replicado em frente à 
forquilha de replicação (Fig. 9-17). Essas enzimas provocam a quebra de uma 
ou das duas fitas do DNA e permanecem ligadas ao DNA, passando o mesmo 
número de fitas de DNA através da quebra (como foi discutido no Cap. 4). 
Essa ação alivia o acúmulo de supertorções. Dessa maneira, as topoisomerases 
atuam como “telaxadoras” que rapidamente dissipam o excesso das supertor- 
ções provocadas pelo desenrolamento do DNA. 


Enzimas da forquilha de replicação expandem a 
amplitude de substratos da DNA-polimerase 


A DNA-polimerase, por si só, pode estender de forma eficiente apenas inicia- 
dores com uma extremidade 3'-OH anelados a moldes de ssDNA. A adição 
da primase, da DNA-helicase e da topoisomerase amplia, consideravelmen- 
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FIGURA 9-17 Ação da topoiso- 
merase na forquilha de replicação. 
À medida que as supertorções positivas se 
acumulam à frente da forquilha de repli- 
cação, são rapidamente removidas pelas 
topoisomerases. Neste diagrama, a ação 
de Topo Il remove a supertorção positiva 
induzida pela forquilha de replicação. Ao 
passar uma parte do dsDNA não replicado 
através da quebra na dupla-fita em uma 
região próxima não replicada, as supertor- 
ções positivas são removidas. Vale ressal- 
tar que essa alteração reduz o número de 
ligação em duas unidades e, assim, deve 
ocorrer apenas uma vez a cada 20 pb 
replicados. Embora a ação de uma to- 
poisomerase tipo || esteja aqui ilustrada, 
as topoisomerases tipo | também podem 
remover as supertorções positivas geradas 
pela forquilha de replicação. Observa- 
-se que a super-helicoidização positiva à 
frente da forquilha de replicação é mos- 
trada como uma supertorção toroide vol- 
tada para a direita (uma volta completa é 
igual a uma supertorção positiva de +1). 
À passagem de uma molécula de dsDNA 
através de outra no sítio da supertorção 
altera isso para uma supertorção toroide 
completa voltada para a esquerda (igual 
a uma supertorção de —1), Isso ilustra 
como o número de ligação é alterado em 
2 unidades por uma topoisomerase tipo ll 
(para mais informações sobre topologia e 
supertorção do DNA, ver Cap. 4, Topolo- 
gia do DNA, e o Cap. 8, Quadro 8-2) 
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te, os possíveis substratos para a DNA-polimerase. A primase possibilita que 
novas fitas de DNA sejam iniciadas sobre qualquer segmento de ssDNA. Ob- 
viamente, a utilização da primase também impõe a necessidade de remoção 
dos iniciadores de RNAs para completar a replicação. Da mesma maneira, 
a separação das fitas pela DNA-helicase e a remoção de supertorções po- 
sitivas pela topoisomerase permitem à DNA-polimerase replicar o dsDNA. 
Embora os nomes das proteinas sejam diferentes nos diferentes organismos 
(Tab. 9-1), o mesmo conjunto de atividades enzimáticas é utilizado desde 
bactérias e leveduras até seres humanos para efetuar a replicação do DNA 
cromossômico. 

É notável que a DNA-helicase e a topoisomerase realizem suas funções 
sem alterar permanentemente a estrutura química do DNA ou sintetizar 
qualquer molécula nova. A DNA-helicase rompe apenas as ligações de hi- 
drogênio que mantêm as duas fitas do DNA unidas, sem o rompimento de 
qualquer ligação covalente. Apesar das topoisomerases quebrarem uma ou 
duas ligações covalentes do DNA-alvo, cada ligação quebrada é precisamen- 
te refeita antes da topoisomerase se desligar do DNA (ver Cap. 4, Fig. 4-25). 
Em vez de alterar a estrutura química do DNA, a ação dessas enzimas resulta 
em uma molécula de DNA com conformação alterada. É importante ressal- 
tar que essas alterações conformacionais são essenciais para a duplicação 
das enormes moléculas de dsDNA, que constituem a base dos cromossomos 
bacterianos e eucarióticos. 
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TABELA 9-1 Enzimas que atuam na forquilha de replicação 
Escherichia coli Saccharomyces cerevisiae Ser humano 


Primase DnaG Primase (PRI 1/PRI 2) Primase 
DNA-helicase  DnaB Complexo Mem2-7 Complexo Mem2-7 
sss sse RPA RPA 
Topoisomerases__ Topo I, girase Topo |, ll Topo |, ll 


As proteínas que atuam na forquilha de replicação interagem firmemente 
com o DNA, mas de maneira independente da sequência. Essas interações 
exploram as características comuns do DNA, independentemente de um 
par específico de bases: a carga negativa e a estrutura do esqueleto fosfatado 
(p. ex., o domínio de polegar da DNA-polimerase); os resíduos que realizam 
ligações de hidrogênio na fenda menor (p. ex., o domínio de palma da DNA- 
-polimerase); e as interações de empilhamento hidrofóbicas entre as bases 
(p. ex., SSBs). Além disso, as estruturas de algumas dessas proteinas são espe- 
clalizadas para encorajar sua ação processiva pelo envolvimento completo 
(p. ex., DNA-helicase) ou parcial (p. ex., DNA-polimerase) do DNA. 


ESPECIALIZAÇÃO DAS DNA-POLIMERASES 


As DNA-polimerases são especializadas 
em diferentes funções na célula 


A importante função das DNA-polimerases na replicação eficiente e precisa do 
genoma exige que as células apresentem diversas DNA-polimerases especiali- 
zadas. Por exemplo, E. coli tem pelo menos cinco DNA-polimerases, que são 
distinguidas por suas propriedades enzimáticas, composição de subunidades e 
abundância (Tab. 9-2). A DNA-polimerase II (DNA Pol Il) é a principal en- 
zima envolvida na replicação do cromossomo. Como todo o genoma de E. coli, 
com 4,6 Mb, é replicado por duas forquilhas de replicação, a DNA Pol II deve 
ser altamente processiva. Para suprir essa necessidade, a DNA Pol III é, em geral, 
encontrada como parte de um complexo maior, que confere uma processivi- 
dade muito alta - um complexo conhecido como holoenzima DNA Pol HI. 

Em contrapartida, a DNA-polimerase I (DNA Pol 1) é especializada na 
remoção dos iniciadores de RNA utilizados para iniciar a síntese de DNA. Por 
isso, essa DNA-polimerase apresenta uma exonuclease 5' que permite à DNA 
Pol I remover o RNA ou o DNA imediatamente a montante do sítio de síntese 
de DNA. Ao contrário da DNA Pol II, a DNA Pol I não apresenta alta processi- 
vidade, porque adiciona apenas 20 a 100 nucleotídeos por evento de ligação. 
Essas propriedades são ideais para a remoção do iniciador de RNA e para à 
síntese de DNA sobre a lacuna de ssDNA resultante. A exonuclease 5' da DNA 
Pol I pode remover a ligação RNA-DNA resistente à RNAse H (ver Fig. 9-13). 
A baixa processividade da DNA Pol 1 sintetiza prontamente através da curta 
região ocupada previamente por um iniciador de RNA (< 10 nucleotídeos), 
mas é liberada antes da degradação e da ressíntese de grandes quantidades de 
DNA que estavam ligadas ao iniciador de RNA. Por fim, quando a DNA Pol I 
completa a sua função, apenas um corte está presente no DNA. 

Como DNA Pol I e DNA Pol II estão envolvidas na replicação do DNA, 
ambas devem ser altamente precisas. Assim, as duas proteínas contêm uma 
exonuclease de revisão de leitura associada. As três DNA-polimerases restantes 
em E. coli são especializadas no reparo de DNA e não possuem atividade de 
revisão de leitura. Essas enzimas serão discutidas no Capítulo 10. 

As células eucarióticas também possuem múltiplas DNA-polimerases; 
uma célula normal apresenta mais de 15. Destas, três DNA-polimerases são 


278 Parte3 Manutenção do Genoma 


TABELA 9-2 Atividades e funções das DNA-polimerases. 


Número de 
subunidades Função 
Procarióticas (E. coli) 
Poli 1 Remoção do iniciador de RNA, reparo 
do DNA 
Poll (Din A) 1 Reparo do DNA 
Núcleo de Pol Il 3 Replicação cromossômica 
Holoenzima Pol ll 9 Replicação cromossômica 
Pol IV (Din B) 1 Reparo de DNA, sintese translesão (TLS) 
Pol V (UmuC, UmuD;'C) 3 ns 
Eucarióticas 
Pola 4 Sintese do iniciador durante a replicação 
do DNA 
Polg 1 Reparo por excisão de base 
Poly 3 Replicação e reparo de DNA mitocondrial 
Polô 2a3 Sintese do DNA fita tardia; reparo por 
excisão de base e de nucleotídeos 
Pole 4 Sintese do DNA fita-líder; reparo por 
excisão de base e de nucleotídeos 
Pola 1 Reparo de ligações cruzadas no DNA 
Polg 1 ns 
Polk 1 Reparo de DNA associado à meiose 
Pol 1 Hipermutação somática 
Pol x 1 ns 
Poln 1 TLS por meio de dímeros ciclobutano 
cis-sin relativamente precisa 
Poli 1 TIS, hipermutação somática 
Revi 1 ns 
Dados de Sutton M.D. e Walker G.C 2007. Proc. Nati. Acad. Sci 98; 8342-8349, e referências rela- 
cionadas. 


essenciais na duplicação do genoma: DNA Pol 8, DNA Pol e e DNA Pol a/pri- 
mase. Cada uma dessas DNA-polimerases eucarióticas é composta por várias 
subunidades (ver Tab. 9-2). A DNA Pol a/primase está especificamente envol- 
vida na iniciação de novas fitas de DNA. Esse complexo proteico com quatro 
subunidades consiste em duas subunidades de DNA Pol a e duas subunidades 
de primase. Após a primase ter sintetizado um iniciador de RNA, a junção 
iniciador:molde resultante é imediatamente transferida à DNA Pol a associa- 
da, iniciando a síntese de DNA. 

Devido à sua processividade relativamente baixa, a DNA Pol a/primase 
é rapidamente substituída pelas DNA Pol ô e Pol s, de alta processividade. 
O processo de substituição da DNA Pol a/primase pela DNA Pol ou Pol e é 
chamado troca de polimerase (Fig. 9-18) e resulta em três diferentes DNA- 
«polimerases atuando na forquilha de replicação eucariótica. As DNA Pol 8 
e Pol e são especializadas na síntese de diferentes fitas na forquilha de repli- 
cação, com a DNA Pol e sintetizando a fita-líder, e a DNA Pol 8, a fita tardia. 
Assim como nas células bacterianas, a maioria das DNA-polimerases restantes 
está envolvida no reparo de DNA. 


Os grampos deslizantes aumentam significativamente 

a processividade da DNA-polimerase 

A alta processividade na forquilha de replicação assegura a rápida duplica- 
ção dos cromossomos. Como foi discutido, as DNA-polimerases da forquilha 
de replicação sintetizam milhares a milhões de pares de bases sem se libera- 
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rem do molde, Na ausência de outras proteínas, porém, as DNA-polimerases 
que atuam na forquilha de replicação são capazes de sintetizar apenas 20 a 
100 pb, antes de serem liberadas do molde. Como a processividade dessas 
enzimas aumenta de maneira tão drástica na forquilha de replicação? 

Um evento essencial para a alta processividade das DNA-polimerases 
que atuam na forquilha de replicação é sua associação a proteinas chamadas 

pos deslizantes de DNA. Essas proteínas são compostas por múlti- 
plas subunidades idênticas que se unem em formato de “rosquinha”. O ori- 
fício no centro do grampo é grande o bastante para circundar a dupla-hélice 
do DNA e deixar espaço para uma ou duas camadas de moléculas de água 
entre o DNA e a proteína (Fig. 9-19a). Essas proteínas em formato de anel 
deslizam ao longo do DNA sem se dissociarem dele. Os grampos deslizantes 
do DNA também se ligam firmemente às DNA-polimerases ligadas às junções 
iniciador:molde (Fig. 9-19b). Esse complexo entre a polimerase e o grampo 
deslizante desloca-se de maneira eficiente ao longo do molde de DNA durante 
a síntese de DNA. 

Como a associação com o grampo deslizante altera a processividade da 
DNA-polimerase? Na ausência do grampo deslizante, uma DNA-polimerase 
dissocia-se e afasta-se do molde de DNA em média uma vez a cada 20 a 
100 pb sintetizados. Na presença do grampo deslizante, a DNA-polimerase 
ainda desprende seu sítio ativo da extremidade 3'-OH do DNA frequen- 
temente, mas a associação com o grampo impede que ela se difunda para 
longe do DNA (Fig. 9-20). Ao manter a polimerase próxima do DNA, o 
grampo deslizante assegura que a DNA-polimerase se religue rapidamente 
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FIGURA 9-18 Alteração de DNA- 
-polimerases durante a repli 
eucariótica. A ordem de atuação das 
DNA-polimerases está ilustrada. Para 
maior clareza, o comprimento do DNA 
sintetizado é representado mais curto do 
que a realidade, Normalmente, o produto 
da combinação DNA Pol a/primase tem 
entre 50 e 100 pb, e a extensão adicional 
por Pole ou Pol ô está entre 100 e 10.000 
nucleotídeos. Embora DNA Pol & e Pol e 
possam igualmente substituir a DNA Pol 
a/primase, estudos recentes indicam que 
a DNA Pol e a substitui no molde da fita- 
«líder, enquanto DNA Pol 8, no molde da 
fita tardia. 
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FIGURA 9-19 Estrutura de um grampo deslizante de DNA. (a) Estrutura tridimen- 
sional de um grampo deslizante de DNA associado ao DNA. A abertura no centro do anel 
é de cerca de 35 À, e a largura da hélice do DNA é de aproximadamente 20 À. Há espaço 
suficiente para permitir uma fina camada de uma ou duas moléculas de água entre o anel e 
o DNA, Acredita-se que isso facilite o deslizamento do anel pelo DNA, (Adaptada de Krishna 
TS. et al, 1994. Cell 79: 1233-1243. Imagem preparada com MolScript, BobScript e Raster 
3D. DNA modelado por Leemor Joshua-Tor) (b) Grampos deslizantes de DNA envolvem o DNA 
recém-repiicado produzido por uma DNA-polimerase associada. O grampo deslizante interage 
com a porção da DNA-polimerase mais próxima ao DNA recém-sintetizado à medida que este 
emerge da DNA-polimerase. 


à mesma junção iniciador:molde, aumentando muito a processividade da 
DNA-polimerase. 

Após o molde de ssDNA ter sido totalmente copiado, a DNA-polimera- 
se deve ser liberada do dsDNA e do grampo deslizante para atuar em uma 
nova junção iniciador:molde. Essa liberação é realizada por uma alteração 
na afinidade entre a DNA-polimerase e o grampo deslizante que depende do 
DNA ligado. A DNA-polimerase ligada a uma junção iniciador:molde possui 
alta afinidade pelo grampo. Em contrapartida, quando uma DNA-polimerase 
chega ao fim de um molde de ssDNA (p. ex., no fim de um fragmento de 
Okazaki), a presença de dsDNA em seu sítio ativo resulta em uma alteração de 
conformação que reduz a afinidade da polimerase pelo grampo deslizante e 
pelo DNA (ver Fig. 9-20). Assim, quando uma polimerase termina a replicação 
de uma região de DNA, ela é liberada pelo grampo deslizante e pode atuar em 
uma nova junção iniciador;molde. 

Uma vez liberados de uma DNA-polimerase, os grampos deslizantes não 
são imediatamente removidos do DNA replicado. Em vez disso, outras pro- 
teínas que atuam no sítio de síntese recente de DNA interagem com as pro- 
teínas do grampo. Como descrito no Capítulo 8, as enzimas que organizam a 
cromatina nas células eucarióticas são recrutadas para os sítios de replicação 
de DNA por meio da interação com o grampo deslizante do DNA eucariótico 
(chamada “PCNA"). Da mesma maneira, as proteínas eucarióticas envolvidas 
no reparo dos fragmentos de Okazaki também interagem com as proteínas do 
grampo. Em ambos os casos, como interagem com os grampos deslizantes, es- 
sas proteínas acumulam-se nos sítios de síntese de novas moléculas de DNA, 
onde são mais necessárias. 
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FIGURA 9-20 Os grampos deslizantes de DNA aumentam a processividade das 
DNA-polimerases associadas. (a) O grampo deslizante de DNA envolve o DNA e liga-se 
simultaneamente à DNA-polimerase, (b) A processividade relativamente baixa das DNA-pol- 
merases leva à liberação frequente da junção iniciador-molde, mas a associação da polimerase 
com o grampo deslizante evita a difusão para longe do DNA. (c) A associação da DNA-poii- 
merase com o grampo deslizante garante a religação da DNA-polimerase na mesma junção 
iniciadorimolde e a retomada da sintese de DNA. (d) Após a sintese completa do molde pela 
DNA-polimerase, a ausência de uma junção iniciador-molde causa uma mudança na DNA- 
-polimerase, que a libera do grampo deslizante. 


As proteínas do grampo deslizante são uma parte conservada da maqui- 
naria de replicação do DNA, derivada de organismos tão diversos como vírus, 
bactérias, leveduras e seres humanos. Assim como sua função é conservada, 
a estrutura dos grampos deslizantes derivados desses diferentes organismos 
também é conservada (Fig. 9-21). Em cada caso, o grampo apresenta o mesmo 
eixo de simetria sêxtupla e o mesmo diâmetro. No entanto, apesar da simi- 
laridade na estrutura geral, o número de subunidades que se associam para 
formar o grampo é diferente. 


Os grampos deslizantes são abertos e posicionados 
no DNA por carregadores do grampo 


O grampo deslizante é um anel fechado em solução, mas deve se abrir para 
envolver a dupla-hélice de DNA. Uma classe especial de complexos proteicos, 
denominada carregadores do deslizante, catalisa a abertura e a 
colocação dos grampos deslizantes no DNA. Essas enzimas acoplam a ligação 
e a hidrólise do ATP ao posicionamento do grampo deslizante em torno das 
junções iniciador:molde no DNA (ver Quadro 9-3, Controle da função protei- 
ca pelo ATP: adição do grampo deslizante). O carregador do grampo também 
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FIGURA 9-21 Estrutura tridimen- 
sional dos grampos deslizantes de 
DNA isolados de diferentes organis- 
mos. Grampos deslizantes de DNA são 
encontrados em todos os organismos e 
compartilham uma estrutura semelhante. 
(a) O grampo deslizante do DNA de E. coli 
é composto por duas cópias da proteina 
B. (Adaptada de Kong X.P. et al. 1992 
Cell 69: 425-437.) (b) O grampo deslizan- 
te do DNA do fago Tá é um trimero da 
proteina gp45. (Adaptada de Moarefi | 
et al. 2000.4. Mol. Biol. 296: 1215-1223.) 
(© O grampo deslizante do DNA euca- 
riótico é um trímero da proteína PCNA. 
(Adaptada de Krishna T.S. et al. 1994. Cell 
79: 1233-1243. Imagens preparadas com 
MolScript, BobScript e Raster 3D.) 
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o 9-3 Controle da função proteica pelo ATP: adição do grampo deslizante 


As cinco subunidades que se unem para formar um carrega- 
dor de grampo deslizante de DNA são membros de uma 
grande classe de proteínas que possuem um sítio relaciona- 
do de ligação e hidrólise de ATP chamado de proteinas 
AAA”. Essas proteínas unem-se em arranjos com múltiplas 
proteínas AAA” que usam a energia da ligação e da hidrólise 
do ATP para alterar a estrutura de proteinas-alvo ou do 
DNA, Carregadores de grampos deslizantes de DNA são for- 
mados por várias proteínas AAA” diferentes, mas outros 
complexos de proteínas AMA” são compostos por múltiplas. 
cópias da mesma proteina AAA“. Embora as proteínas AAA” 
possuam sítios de ligação e hidrólise de ATP relacionados, 
elas realizam funções diversas. Além de carregar grampos, 
complexos de proteinas AAA” desenrolam o DNA, posicio- 
nam a DNA-helicase em torno do substrato de DNA (p. ex., 
ORC e DnaC, como será visto na discussão sobre o início da 
replicação do DNA), desenovelam proteinas e desmontam 
complexos proteicos. De fato, é a diversidade de suas fun- 
ções que levou à sua denominação AAA: ATPases associadas. 
a várias atividades. 

Como a ligação e a hidrólise do ATP estão relacionadas à 
adição do grampo deslizante? Os eventos iniciais do carrega- 
mento do grampo requerem a ligação de ATP ao carregador. 
Quando ligado ao ATP, o carregador do grampo pode se ligar 
e abrir o anel do grampo deslizante por meio de alterações 
em uma das interfaces entre as subunidades, provocando sua 
abertura (Quadro 9-3, Fig. 1). O grampo deslizante, agora 
aberto, é posicionado no DNA através de um sítio de alta 
afinidade por DNA presente no carregador do grampo. Como- 
na ligação do grampo deslizante, a ligação do DNA necessita 
que o carregador do grampo esteja ligado ao ATP. Visto que 
são necessários grampos deslizantes nos sítios de síntese de 
DNA, esse sítio de ligação ao DNA reconhece, especificamen- 
te, junções iniciador:molde. O DNA é ligado de maneira que o 
grampo deslizante aberto é posicionado em torno da região 
de dupla-fita da junção iniciador:molde, 


QUADRO 9-3 FIGURA 1 


etal. 2001. Curr. Biol. 11: R935-R946, Fig. 5. O Elsevier) 


Controle da colocação do grampo 
deslizante de DNA pelo ATP. (a) Os carregadores de grampos são 
complexos proteicos formados por cinco subunidades, cuja atividade 
é controlada pela ligação e hidrólise de ATP. Em E. coli, o carregador 
do grampo é chamado complexo y e, nas células eucarióticas, é cha- 
mado fator de replicação C (RF-C). (b) Para catalisar a abertura do 
grampo deslizante, o carregador deve estar ligado ao ATP. (c) Uma 
vez ligado ao ATP, o carregador do grampo liga-se ao anel e abre-o 
em uma das interfaces subunidade:subunidade. (d) O complexo re- 
sultante pode, agora, ligar-se ao DNA. A ligação ao DNA é media- 
da pelo carregador do grampo, o qual, liga-se preferencialmente às 
junções iniciadorimolde. A ligação correta ao DNA apresenta duas 
consequências. Primeiro, o grampo aberto é posicionado de maneira 
que o dsDNA será o “orifício” do anel. Segundo, a ligação ao DNA es- 
timula o carregador do grampo a hidrolisar ATP. (e) Como somente o 
carregador com ATP é capaz de se ligar tanto ao anel quanto ao DNA 
após a hidrólise, a presença de ADP no carregador do grampo pro- 
voca rapidamente sua dissociação do anel e do DNA, deixando para 
trás um anel fechado, posicionado ao redor da porção de dsDNA da 
junção iniciadormolde. (Adaptada, com permissão, de O'Donnell M. 


As etapas finais no posicionamento do grampo deslizan- 
te são estimuladas pela hidrólise de ATP. A ligação do carre- 
gador do grampo à junção iniciador:molde ativa a hidrólise 
de ATP (pelo carregador do grampo). Como o carregador do 
grampo pode se ligar no grampo deslizante e no DNA apenas 
quando ligado ao ATP (mas não ao ADP), a hidrólise faz o car- 
regador liberar o grampo deslizante e dissociar-se do DNA. 
Uma vez liberado do carregador, o grampo deslizante espon- 
taneamente se fecha ao redor do DNA. O resultado liquido 
desse processo é a colocação do grampo deslizante no sítio 
de ação da DNA-polimerase - a junção iniciadormolde. A li- 
beração de ADP e P; e a ligação a uma nova molécula de ATP. 
permitem ao carregador do grampo iniciar um novo ciclo. 


Quadro 9-3 (Continuação) 
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A função do carregador do grampo ilustra várias carac- 
terísticas gerais de acoplamento da ligação e da hidrólise de 
ATP a um evento molecular. À ligação do ATP a uma proteina 
está normalmente envolvida no estágio de montagem do 
evento: a associação da proteina com a molécula-alvo. Por 
exemplo, o carregador do grampo tem duas moléculas-alvo: 
o grampo deslizante e a junção iniciador:molde. O ATP é ne- 
cessário para que o carregador do grampo se ligue a am- 
bos os alvos. Da mesma maneira, a ligação de ATP estimula 
a capacidade de as DNA-helicases se ligarem ao ssDNA. Em 
cada caso, os eventos acoplados à ligação de ATP podem ser 
considerados a parte ativa do cido. No caso do carregador do 
grampo, a ligação de ATP, mas não a hidrólise, é necessária 
para abrir o anel do grampo deslizante. Para a DNA-helicase, 
a ligação ao ssDNA parece ser o evento-chave para o desen- 
rolamento do DNA. Nesses casos, a ligação ao ATP estabiliza 
a conformação da enzima que favorece a interação com o 
substrato em uma conformação particular. 

Qual é o papel da hidrólise de ATP? A hidrólise do ATP 
normalmente leva ao estágio de desmontagem do evento: 
liberação dos alvos ligados da enzima. Após o complexo es- 
tabilizado pelo ATP ter sido formado, ele deve ser desmon- 
tado. Isso pode ocorrer por simples dissociação; entretanto, 
frequentemente, esse processo resultaria no retorno dos 
componentes às suas situações iniciais (p. ex., o grampo 
deslizante livre em solução), e esse processo seria lento se 


o complexo estabilizado por ATP estivesse fortemente asso- 
ciado. Para garantir que a desmontagem ocorra no tempo, 
a velocidade adequados, a hidrólise de ATP é utilizada 


ciar a desmontagem. Por exemplo, a hidrólise de ATP 
Ee ado do rei E o O po GUN 
não pode se ligar nem ao grampo deslizante e nem ao DNA. 
A reversão para esse estado basal deve ocorrer enquanto a 
enzima ainda estiver ligada aos produtos da hidrólise de ATP 
(ADP e P), ou pode requerer sua liberação. 

O mecanismo-chave final para acoplar a hidrólise de ATP 
à reação pertence ao gatilho da hidrólise de ATP. É funda- 
mental que o fator não hidrolise o ATP até que o comple- 
xo desejado esteja montado. Em geral, a formação de um 
determinado complexo desencadeia a hidrólise de ATP. No 
caso do carregador do grampo, é um complexo terciário en- 
tre o grampo deslizante, o carregador do grampo e a junção 
iniciador:molde. 

Assim, o controle desses eventos moleculares pelo ATP 
está mais diretamente relacionado ao controle do momento 
das alterações conformacionais pela enzima. A enzima pode 
E o 
dois estados e pela formação de um intermediário-chave para 
promover a hidrólise de ATP. Em contrapartida, se a enzima 
simplesmente se ligar e liberar ATP (sem a hidrólise), a reação 
pode, na mesma proporção, ir adiante ou retornar ao estado 
inicial, resultando em pouco ou nenhum trabalho realizado. 


remove os grampos deslizantes do DNA quando eles não são mais utilizados, 
apesar desta etapa não necessitar a hidrólise de ATP. Como as DNA-helicases e 
as topoisomerases, essas enzimas alteram a conformação de seu alvo (o gram- 
po deslizante), mas não a sua composição química. 

O que controla a adição e remoção dos grampos deslizantes do DNA? 
O carregamento de um grampo deslizante ocorre sempre que uma junção 
iniciador:molde está presente na célula. Essas estruturas não são formadas 
apenas durante a replicação do DNA, mas também durante os vários eventos 
de reparo do DNA (ver Cap. 10). Um grampo deslizante pode ser removido do 
DNA somente se não estiver sendo utilizado por outra enzima. Os carregado- 
res de grampos e as DNA-polimerases não podem interagir com um grampo 
deslizante ao mesmo tempo, porque apresentam sobreposição dos sítios de 
ligação no grampo deslizante. Assim, um grampo deslizante que está ligado 
à DNA-polimerase não poderá ser removido do DNA. Da mesma maneira, os 
fatores de montagem de nucleossomos, as proteinas de reparo dos fragmen- 
tos de Okazaki e outras proteínas de reparo do DNA interagem com a mesma 
região do grampo que interage com o carregador do grampo. Então, os gram- 
pos deslizantes são removidos do DNA apenas quando todas as enzimas que 
interagem com eles tiverem completado suas funções. 


SÍNTESE DE DNA NA FORQUILHA DE REPLICAÇÃO 


Na forquilha de replicação, as fitas líder e tardia são sintetizadas simulta- 
neamente, A síntese simultânea tem a vantagem de limitar a quantidade de 
ssDNA presente na célula durante a replicação do DNA. Quando uma região 
de ssDNA do DNA é rompida, existe uma quebra completa no cromossomo, 
que é muito mais difícil de ser corrigida do que uma quebra no ssDNA em 
uma região de dsDNA. Além disso, o reparo desse tipo de lesão frequente- 
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FIGURA 9-22 Composição da ho- 
loenzima DNA Pol Ill. Existem quatro 
enzimas em cada cópia da holoenzima 
DNA Pol ll: três cópias da enzima DNA 
Pol Il! do núcleo e uma cópia do fixa- 
dor do grampo deslizante. O fiador do 
grampo deslizante inclui três cópias da 
proteína +, e cada uma inclui um domi- 
nio que interage com um núcieo da DNA 
Pol Ill. A análise da sequência de aminoá- 
cidos da proteina v indica que a região de 
ligação na DNA Pol Il da proteina está se- 
parada da região envolvida na colocação 
do grampo por um espaçador flexível es- 
tendido. Acredita-se que esse espaçador 
permite que as polimerases se desloquem 
de maneira relativamente independente, 
o que seria necessário para uma polime- 
rase replicar a fita-lider e para as outras 
duas replicarem a fita tardia. (Adaptada, 
com permissão, de ODonnell M. et al. 
2001, Curr. Biol. 11: R935-R946, Fig. 6. 
O Elsevier) 


proteir 
as 


núcleo de Pol ll 


mente leva à mutação do DNA (ver Cap. 10). Assim, é fundamental limitar 
o período em que o DNA está no estado de fita simples. Para coordenar a 
replicação de ambas as fitas do DNA, diversas DNA-polimerases atuam na 
forquilha de replicação. 

Em E. coli, a ação coordenada dessas polimerases é facilitada pela ligação 
física entre elas em um grande complexo multiproteico chamado "holoenzima 
DNA Pol II” (Fig. 9-22). Holoenzima é um nome genérico para um complexo 
multiproteico no qual a atividade de uma enzima central está associada a com- 
ponentes adicionais que aumentam a função. A holoenzima DNA Pol III inclui 
três cópias do “núcleo” da enzima DNA Pol III e uma cópia do fixador do gram- 
po deslizante de cinco subunidades. Embora presente em apenas uma cópia na 
holoenzima, o carregador do grampo deslizante inclui três cópias de proteína 7, 
e cada uma delas liga-se a uma enzima central DNA Pol III (ver Fig. 9-22). 

Como as múltiplas DNA-polimerases permanecem ligadas na forquilha 
de replicação enquanto sintetizam DNA nos moldes das fitas líder e tardia? 
Um modelo para explicar isso propõe que a maquinaria de replicação explora 
a flexibilidade do DNA e da proteína 7 (Fig. 9-23). À medida que a helicase 
desenrola o DNA na forquilha de replicação, o molde da fita-líder é exposto e 
sobre ele atua Imediatamente uma enzima núcleo DNA Pol II, que sintetiza 
uma fita contínua de DNA complementar. Em contrapartida, o molde da fita 
tardia não sofre imediatamente a ação da DNA-polimerase. Em vez disso, ele 
é liberado como ssDNA que é rapidamente ligado por SSBs. De forma intermi- 
tente, a primase interage com a DNA-helicase e é ativada para sintetizar um 


FIGURA 9-23 Modelo de “trombone” para a coordenação da replicação por duas 
DNA-polimerases na forquilha de replicação de E. coli. (a) A DNA-helicase na forquilha 
de replicação de E. coli desloca-se sobre o molde da fita tardia na direção 5º —» 3". A holoen- 
zima DNA Pol Il interage com a DNA-helicase por meio das subunidades +, que também se 
ligam às DNA-polimerases. Um núcleo de DNA Pol II está replicando a fita-líder, enquanto os 
outros dois núcleos de DNA Po! III replicam a fita tardia. As moléculas de SSB cobrem as regiões. 
de ssDNA. (Por simplificação, as SSBs sobre o molde da fita tardia são mostradas apenas na 
parte a.) (b) Periodicamente, a DNA-primase associa-se à DNA-heiicase e sintetiza um novo 
inicador de RNA sobre o molde da fita tardia. (c) Imediatamente após a sintese de um novo 
inicador de RNA, o carregador de grampo de DNA monta um grampo deslizante de DNA na 
junção iniciador:molde resultante. (d) A “segunda” molécula de DNA-polimerase da fita tardia, 
que não está sendo usada, reconhece a junção iniciadorimoide, com seu grampo deslizante 
associado, liga-se à DNA-polimerase da fita tardia, que inicia a síntese de DNA do próximo frag- 
mento de Okazaki. (e) Quando a “primeira” polimerase da fita tardia completa um fragmento 
de Okazaki, eia é liberada do grampo deslizante e do DNA. Essa “primeira” DNA-polimerase da 
fita tardia está pronta agora para reconhecer o iniciador de RNA/grampo deslizante seguinte 
que é montado no molde de fita tardia. Assim, esse modelo prevê que duas DNA-polimerases 
de fita tardia iniciem a sintese de novos fragmentos de Okazaki alternadamente. 


FIGURA 9-23 (Ver legenda na página ao lado) 
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novo iniciador de RNA sobre o molde da fita tardia. O híbrido de RNA:DNA 
resultante é reconhecido como uma junção iniciador:molde pelo carregador 
do grampo deslizante de DNA, um grampo deslizante é montado nesse sítio, e 
uma segunda enzima DNA Pol II inicia a síntese da fita tardia. 

À medida que uma DNA-polimerase da fita tardia sintetiza um fragmen- 
to de Okazaki, ssDNA adicional é gerado pela helicase e um novo iniciador 
de RNA é sintetizado nesse molde. Assim como no iniciador anterior da fita 
tardia, o novo iniciador de RNA é reconhecido pelo carregador do grampo 
deslizante. Embora tenha-se pensado que há apenas duas enzimas núcleo de 
DNA Pol III na holoenzima DNA Pol II, estudos recentes corroboram a pre- 
sença de uma terceira DNA Pol III. A terceira DNA Pol III inicia a síntese de 
um novo fragmento de Okazaki assim que um grampo deslizante de DNA é 
montado no iniciador de RNA, provavelmente antes da conclusão do frag- 
mento de Okazaki prévio. Assim, acredita-se que um segundo fragmento de 
Okazaki seja iniciado antes da liberação da polimerase que está sintetizando 
o fragmento de Okazaki anterior. Quando cada fragmento de Okazaki é con- 
cluído, a DNA-polimerase responsável é liberada do molde, (Deve-se ter em 
mente que, após a DNA-polimerase completar a síntese de um fragmento de 
Okazaki, ela é liberada de seu grampo deslizante associado.) Como a liberação 
da DNA-polimerase do grampo deslizante é um processo mais lento do que 
a síntese de DNA, a presença de uma segunda DNA-polimerase na síntese de 
DNA da fita tardia garante que a fita tardia seja sintetizada continuadamente, 
mesmo durante esse evento lento de liberação da polimerase. Visto que a 
enzima DNA-polimerase III liberada permanece presa à helicase pela subuni- 
dade + do carregador do grampo deslizante, essa polimerase está em uma po- 
sição ideal para se ligar à próxima junção iniciador de RNA:molde imediata- 
mente após a adição de um grampo deslizante. Esse modelo é chamado de 
“modelo de trombone”, em referência à alteração no formato da alça de DNA 
fita-simples formada entre a(s) DNA-polimerase(s) e a DNA-helicase no molde 
da fita tardia. 

A replicação do DNA nas células eucarióticas também necessita de três 
DNA-polimerases: DNA Pol a/primase, DNA Pol ô e DNA Pol e (ver Fig. 9-18). 
A DNA Pol a/primase inicia novas fitas, e as DNA Pol ô e Pol s estendem essas 
fitas. Assim como em E. coli, uma polimerase (DNA Pol e) é dedicada à fita- 
líder, e duas polimerases (DNA Pol a/primase e DNA Pol 8) são dedicadas à 
fita tardia (embora a DNA Pol a/primase atue também na fita-líder, ela fun- 
ciona muito mais vezes na fita tardia). Várias proteínas adicionais fazem parte 
da forquilha de replicação eucariótica. As funções dessas proteinas adicionais 
são atualmente pouco conhecidas; entretanto, é provável que elas atuem na 
coordenação das três DNA-polimerases e acoplem sua ação à DNA helicase 
eucariótica (o complexo Mcm2-7). Ao contrário da situação nas células pro- 
carióticas, o carregador do grampo deslizante eucariótico, RF-C, parece não 
realizar essas funções. 


As interações entre as proteínas da forquilha de 
replicação formam o replissomo de E. coli 


As conexões entre os componentes da holoenzima DNA Pol III não são ape: 
nas interações que ocorrem entre os componentes da forquilha de replicação 
bacteriana. Interações adicionais entre proteínas da forquilha de replicação 
facilitam a rápida progressão da forquilha de replicação. A mais importante 
dessas interações ocorre entre a DNA-helicase (a proteína dnaB hexamérica) 
(ver Tab. 9-1) e a holoenzima DNA Pol III (Fig. 9-24). Essa interação, que é 
mediada pela subunidade r do carregador do grampo componente da holoen- 
zima, mantém a helicase e a holoenzima DNA Pol III juntas. Essa associação 
também estimula a atividade da helicase, aumentando a velocidade do movi- 
mento em 10 vezes. Assim, a DNA-helicase fica mais lenta se estiver separada 
da DNA-polimerase (ver Fig. 9-24). O acoplamento da atividade de helicase à 
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FIGURA 9-24 A ligação da DNA-helicase à holoenzima DNA Pol ili estimula a velo- 
cidade de separação das fitas do DNA. A subunidade + do carregador do grampo interage 
com a DNA-helicase e com a DNA-polimerase na forquilha de replicação. (a) Quando essa inte- 
ração ocorre, a DNA-heiicase desenrola o DNA aproximadamente na mesma velocidade que a 
DNA-polimerase replica o DNA. (b) Se a DNA-helicase não estiver associada à holoenzima DNA 
Pol ll o desenrolamento do DNA fica 10 vezes mais lento. Nessas condições, a DNA-polimerase 
pode replicar mais rapidamente do que a DNA-helicase pode separar as fitas do DNA não 
replicado. Isso permite que a holoenzima DNA Pol ll "alcance" a DNA-helicase e restaure um 
replissomo completo. 


presença da DNA Pol III impede que a helicase “escape” da holoenzima DNA 
Pol III e, portanto, coordena a atuação dessas duas enzimas fundamentais da 
forquilha de replicação. 

Uma segunda interação proteína-proteína importante ocorre entre a 
DNA-helicase e a primase. Ao contrário da maioria das proteínas que atuam 
na forquilha de replicação de E. coli, a primase não está fortemente associada 
à forquilha. Em vez disso, uma vez por segundo aproximadamente, a primase 
associa-se à helicase e ao ssDNA coberto por SSB e sintetiza um novo iniciador 
de RNA. Embora a interação entre a DNA-helicase e a primase seja relativa- 
mente fraca, essa interação estimula fortemente a função da primase (aproxi- 
madamente 1.000 vezes). Após a síntese de um iniciador de RNA, a primase é 
liberada da DNA-helicase, ficando em solução. 

A interação relativamente fraca entre a primase e a DNA-helicase de E. coli 
é importante na regulação dos comprimentos dos fragmentos de Okazaki. 
Uma associação mais firme resultaria em síntese mais frequente de iniciado- 
res na fita tardia e, portanto, fragmentos de Okazaki mais curtos. Uma intera- 
ção mais fraca, por sua vez, resultaria em fragmentos de Okazaki mais longos. 

A combinação de todas as proteínas que atuam na forquilha de replicação 
é denominada replissomo. Juntas, essas proteínas formam uma maquinaria 
precisamente ajustada à síntese de DNA que contém várias máquinas intera- 
gindo entre si. Individualmente, essas máquinas desempenham funções es- 
pecíficas importantes. Quando combinadas, suas atividades são coordenadas 
pelas interações entre elas. Embora essas interações sejam particularmente 
bem entendidas nas células de E. coli, estudos sobre a maquinaria de replica- 
ção de bacteriófagos e eucariotos demonstram que há uma coordenação se- 
melhante, envolvendo várias enzimas, também na replicação do DNA desses 
organismos. Na verdade, existem semelhanças claras entre as proteínas en- 
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FIGURA 9-25 Modelo de replicon. 
A ligação da proteina iniciadora ao repli- 
cador estimula o início da replicação e a 
duplicação do DNA associado. 


volvidas na replicação de E. coli e as que atuam em outros organismos. Uma 
lista de fatores que desempenham funções análogas na replicação de DNA em 
fagos, procariotos e eucariotos é mostrada na Tabela 9-1. 

Para dar uma ideia da extraordinária capacidade das enzimas que repli- 
cam o DNA, imagine uma situação em que uma base do DNA seja do tama- 
nho deste livro. Nessas condições, o dsDNA teria —1 m de diâmetro e o geno- 
ma de E. coli seria um círculo com ~800 km de circunferência. E ainda mais 
importante é o fato de que o replissomo seria do tamanho de uma caminho- 
nete de entregas e estaria se deslocando a mais de 600 km/hora! A replicação 
do genoma de E. coli levaria 40 minutos, uma viagem de 400 km para duas 
dessas máquinas, cada uma formando um rastro com dois cabos de DNA de 
1 m atrás de si. O mais impressionante é que, durante essa viagem, a maqui- 
naria de replicação iria, em média, cometer apenas um único erro, 


INICIAÇÃO DA REPLICAÇÃO DO DNA 


Sequências de DNA genômicas específicas 
promovem a iniciação da replicação do DNA 


A formação inicial de uma forquilha de replicação requer a separação das 
duas fitas do dúplex de DNA para produzir o ssDNA necessário para ligação à 
DNA-helicase e para atuar como molde para a síntese do iniciador de RNA e 
do novo DNA, Embora as fitas de DNA sejam mais facilmente separadas (de- 
senroladas) nas extremidades dos cromossomos, a síntese de DNA em geral 
inicia em regiões internas. De fato, nos cromossomos circulares, a ausência de 
extremidades cromossômicas torna o desenrolamento do DNA interno essen- 
cial à iniciação da replicação. 

Os sítios específicos nos quais o DNA é desenrolado e a iniciação da repli- 
cação ocorre são chamados origens de replicação. Dependendo do orga- 
nismo, podem existir de uma a milhares de origens por cromossomo. 


Modelo de replicon para a iniciação da replicação 


Em 1963, François Jacob, Sydney Brenner e Jacques Cuzin propuseram um 
modelo para explicar os eventos que controlam a iniciação da replicação nas 
bactérias. Eles definiram que todo DNA replicado a partir de uma determi- 
nada origem compõe um replicon. Por exemplo, como o único cromossomo 
das células de E. coli apresenta apenas uma origem de replicação, o cromos- 
somo inteiro é um único replicon. Em contrapartida, a presença de múltiplas 
origens de replicação divide cada cromossomo eucariótico em múltiplos repli- 
cons — um para cada origem de replicação. 

O modelo de replicon propunha dois componentes que controlavam o iní- 
cio da replicação: o replicador e o iniciador (Fig. 9-25). O replicador é defini- 
do como as sequências de DNA que atuam em cis e são suficientes para dirigir o 
início da replicação do DNA. Isso contrasta com a origem de replicação, que é o 
sítio físico no DNA onde a molécula é desenrolada e a síntese de DNA começa. 
Embora a origem de replicação seja sempre parte do replicador, algumas vezes 
(especialmente nas células eucarióticas), a origem de replicação é apenas uma 
parte das sequências de DNA necessárias para promover a iniciação da repli- 
cação (o replicador). A mesma distinção pode ser feita entre um promotor da 
transcrição e o sítio de iniciação da transcrição, como será visto no Capítulo 13. 

O segundo componente do modelo de replicon é a proteína iniciadora. 
Essa proteína reconhece especificamente um elemento de DNA no replicador 
e ativa o início da replicação (ver Fig. 9-25). As proteínas iniciadoras foram 
identificadas em diversos organismos diferentes, incluindo as bactérias, os 
vírus e as células eucarióticas. Todas as proteínas iniciadoras selecionam os sí- 
tios que se tornarão origens de replicação, embora elas sejam recrutadas para 
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o DNA de diferentes maneiras. É interessante notar que todas as proteinas ini- 
ciadoras conhecidas são reguladas pela ligação e hidrólise do ATP, e comparti- 
lham um motivo comum de ligação a ATP no núcleo, AAA”, que é relaciona- 
do, mas diferente do usado pelos carregadores de grampo deslizante de DNA. 

Como será visto a seguir, a proteína iniciadora é a única proteína de ligação 
ao DNA sequência-específica envolvida na iniciação da replicação. As demais 
proteínas necessárias ao início da replicação não se ligam de forma específica 
às sequências de DNA. Em vez disso, essas proteínas são recrutadas para o re- 
plicador por meio de uma combinação de interações proteína-proteína e por 
afinidades por estruturas específicas no DNA (p. ex., a ssDNA ou uma junção 
iniciador;molde). De fato, para muitas células eucarióticas, nem a proteína ini- 
ciadora apresenta atividade de ligação ao DNA de maneira sequência-específica. 


As sequências do replicador incluem sítios de ligação 
ao iniciador e um DNA fácil de desenrolar 


As sequências de DNA dos replicadores apresentam duas características em 
comum (Fig. 9-26). Primeiro, elas incluem um sítio de ligação para a proteina 
Iniciadora que induz a montagem da maquinaria de iniciação da replicação. 
Segundo, elas contêm uma sequência de DNA rica em A-T que se desenrola 
facilmente (mas não espontaneamente). A separação das fitas de DNA nos re- 
plicadores é controlada pelas proteínas de iniciação da replicação, e a atuação 
dessas proteínas é fortemente regulada, na maioria dos organismos. 

O único replicador necessário para a replicação do cromossomo de E. coli 
é chamado oriC. Existem dois motivos repetidos que são fundamentais para 
a função de oriC (Fig. 9-26a). O motivo de 9 nucleotídeos é o sítio de ligação 
para a proteína iniciadora de E. coli, DnaA, e está repetido cinco vezes na oriC. 
O motivo de 13 nucleotídeos, repetido três vezes, é o sítio inicial da formação 
de ssDNA durante a iniciação. 

Embora as sequências específicas sejam diferentes, as estruturas gerais dos 
teplicadores derivados de muitos vírus eucarióticos e do eucarioto unicelular 
Saccharomyces cerevisiae são semelhantes (Fig. 9-26b;c). Os métodos utilizados 
para identificar as origens de replicação estão descritos no Quadro 9-4, Identifi- 
cação de origens de replicação e replicadores. 

Os replicadores encontrados nos eucariotos multicelulares não estão bem 
caracterizados. Sua identificação e caracterização foi dificultada pela falta de 
análises genéticas que permitam a propagação estável de pequenos DNAs cir- 
culares, equivalentes aos utilizados na identificação de origens nos eucariotos 
unicelulares e nas bactérias (ver Quadro 9-4). Nos poucos casos em que os 
replicadores foram identificados, eles se apresentaram maiores do que os re- 
plicadores identificados em S. cerevisiae e nos cromossomos bacterianos. Ao 
contrário de suas contrapartidas menores, mutações simples que eliminam a 


a 
oriC (E. coli) 
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FIGURA 9-26 Estrutura dos re- 
plicadores. Os elementos de DNA que 
compõem três replicadores bem caracte- 
rizados são mostrados. Para cada diagra- 
ma: (verde) sítio de ligação ao DNA do 
iniciador; (azul) elementos de DNA que 
facilitam seu desenrolar; (vermelho) sítio 
de início da sintese de DNA. (a) oriC é 
composta por cinco sitios de ligação para 
DnaA de 9 nucleotídeos e três elementos 
repetidos de 13 nucleotídeos, que são 
o sítio para o desenrolamento inicial do 
DNA. (O sítio da oriC está fora da sequên- 
cia apresentada.) (b) A origem do vírus 
eucariótico SV40 é composta por quatro 
sítios de ligação pentaméricos (P) para a 
proteina iniciadora chamada antigeno T e 
um palindromo inicial (EP) de 20 pb, que 
é o sítio de desenrolamento do DNA, (c) 
Três elementos são comumente encontra- 
dos nos replicadores de S, cerevisiae, Os 
elementos A e Bt ligam-se ao iniciador 
ORC. O elemento 82 facilita a ligação da 
DNA-helicase à origem. 
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PEXPERIMENTOS-CHAVE 


Quadro 9-4 Identificação de origens de replicação e replicadores 


Em geral, as sequências replicadoras são identificadas utili- 
zando-se ensaios genéticos. Por exemplo, os primeiros repi 
cadores de leveduras foram identificados por experimentos. 
de transformação de DNA (Quadro 9-4, Fig. 1). Nesses es- 
tudos, fragmentos de DNA genômico foram clonados alea- 
toriamente em plasmídeos que não possuíam um replicador, 
mas que tinham uma marca de seleção, Para que o plasmídeo 
seja mantido na célula hospedeira após a transformação ce- 
lular, o fragmento de DNA clonado deve conter um replica- 
dor de levedura. Os fragmentos de DNA identificados foram 
chamados de sequências de replicação autônomas (ARSs, 
autonomously replicating sequences). Embora essas sequên- 
cias atuem como replicadores no contexto artificial de um 
plasmídeo circular, foram necessárias outras evidências para 
demonstrar que essas sequências também eram replicadores. 
em suas localizações cromossômicas originais. 

Para demonstrar que essas sequências de DNA (ARS) 
atuavam como replicadores no cromossomo, foi necessário 
o desenvolvimento de métodos para identificar a localização 
das origens de replicação na célula. Uma abordagem para 
identificar as origens considera a estrutura incomum dos in- 
termediários da replicação do DNA formados durante o início 
da replicação. Ao contrário do DNA completamente replicado 
e do DNA não replicado, o DNA que está sendo replicado não 
é linear. Por exemplo, um fragmento de DNA (produzido pela 
clivagem do DNA com uma enzima de restrição) que não con- 
têm uma origem de replicação adotará várias conformações. 
em formato de "Y" à medida que é replicado (Quadro 9-4, 
Fig. 2, fragmentos de DNA em azul). Da mesma maneira, ime- 
diatamente após a iniciação da replicação, um fragmento de 
DNA contendo uma origem de replicação adotará o formato 
de "bolha". Finalmente, se a origem de replicação estiver lo- 
calizada assimetricamente dentro do fragmento de DNA, o 
DNA iniciará com o formato de uma bolha e, então, será con- 
vertido ao formato de Y (Quadro 9-4, Fig. 2, fragmentos de 
DNA em vermelho). Esses DNAs de formato incomum podem 
ser distinguidos do DNA linear simples usando eletroforese 
bidimensional em gel de agarose (Quadro 9-4, Fig. 3). 

Para identificar o DNA em processo de replicação, o DNA 
derivado de células em divisão é primeiramente clivado com 
“uma enzima de restrição e separado em um gel bidimensional 
de agarose. Na primeira dimensão, o DNA é separado principal- 
mente pelo tamanho, mas na segunda dimensão o DNA é sepa- 
rado por tamanho e conformação. Isso é conseguido por meio 
da utilização de géis com densidades e velocidades eletroforé- 
ticas diferentes para cada dimensão, Para separar por tamanho 
e formato, os poros do gel de agarose são pequenos (alta den- 
sidade da agarose) e a velocidade da eletroforese é rápida. Em 
contrapartida, para separar principalmente pelo tamanho, os 
poros do gel de agarose são maiores (baixa densidade da agaro- 
se) e a velocidade da eletroforese é mais lenta. Após o término 
da eletroforese, as moléculas de DNA são transferidas para uma 
membrana de nitrocelulose e detectadas por Southern biot (ver 
Cap. 7). A escolha da enzima de restrição e da sonda de DNA 
usada pode afetar drasticamente o resultado da análise. Em ge- 
ral, esse método requer conhecimento prévio sobre a localiza- 
ção de uma provável origem de replicação. Recentemente, no- 
vos métodos foram desenvolvidos utilizando microarranjos de 
DNA para identificar a localização das origens e não requerem 
conhecimento prévio sobre as localizações da origem. 
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QUADRO 9-4 FIGURA 1 Identificação genética de re- 
plicadores. Um plasmídeo (uma pequena molécula de DNA 
circular) contendo uma marca de seleção é clivado com uma 
enzima de restrição, resultando na remoção do replicador 
normal do plasmídeo. Isso origina um fragmento de DNA 
que não possui um replicador. Para isolar um replicador de 
um determinado organismo, o DNA desse organismo é cliva- 
do com a mesma enzima de restrição e ligado ao plasmídeo 
divado para regenerar plasmídeos circulares, cada um con- 
tendo um único fragmento derivado do organismo em teste 
Esse DNA é transformado para o organismo hospedeiro e 
os plasmídeos recombinantes são selecionados, utilizando- 
-se uma marca de seleção do plasmídeo (p. ex, se a marca 
conferir resistência a um determinado antibiótico, as células 
poderão se multiplicar na presença dele). As células que cres- 
cem são capazes de manter o plasmídeo e sua marca de se- 
leção, indicando que o plasmídeo pode se replicar na célula 
e deve conter um replicador. O isolamento do plasmídeo da 
célula hospedeira e o sequenciamento do DNA inserido per- 
mitem a identificação da sequência do fragmento que con- 
tém o replicador. A mutagênese adicional do DNA inserido 
(como uma deleção de regiões específicas do DNA inserido), 
seguida pela repetição do experimento, permite uma defini- 
ção mais exata do replicador. 


Quadro 9-4 (Continuação) 
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QUADRO 9-4 FIGURA 2 O DNA que está em processo de 
replicação apresenta uma estrutura incomum. Os resultados 
da clivagem do DNA em processa de replicação com enzimas 
de restrição (RE) são mostrados. A ilustração mostra o cresci- 
mento da “bolha de replicação” (formada por duas forquilhas 
de replicação afastando-se da origem de replicação). As conse- 
quências da clivagem desses intermediários de replicação são 
acompanhadas pela hibridização com a sonda de DNA marca- 
da, como indicado. Se a enzima de restrição em vermelho for 
usada e apenas os fragmentos que hibridizam com a sonda 


Como os géis bidimensionais podem identificar os inter- 
mediários de DNA associados a uma origem de replicação? O 
padrão característico de migração do DNA fornece evidências 
inequívocas de uma origem de replicação. As estruturas mais 
incomuns migram mais lentamente na primeira dimensão. 
Por exemplo, uma molécula com formato de Y que apresente 
trás braços de comprimentos iguais migrará mais lentamente 
que todas as outras moléculas derivadas de um determinado 
fragmento de DNA (Quadro 9-4, Fig. 3b) e, portanto, estará 
na parte superior de um arco de moléculas de DNA não linea- 
res. Em contrapartida, uma molécula com formato de Y com 
dois braços replicados muito curtos e uma longa região não 
replicada migrará de maneira muito semelhante à versão não 
replicada do mesmo fragmento de DNA. Finalmente, a molé- 


em vermelho forem examinados, o padrão no lado esquerdo 
será gerado. Se a enzima de restrição em azul e a sonda de 
DNA em azul forem usadas para detectar os fragmentos de 
DNA resultantes, o padrão à direita será observado. Observa-se 
que o padrão do lado esquerdo inicia com um fragmento de 
DNA contendo uma “bolha” e progride, gerando moléculas em 
formato de Y. O padrão do lado direito nunca apresenta uma 
“bolha”, mas apresenta vários intermediários em formato de 
Y. Apenas os fragmentos de DNA que contêm uma origem de 
replicação podem produzir o padrão à esquerda. 


cula com formato de Y resultante de um fragmento quase to- 
talmente replicado tem formato semelhante a uma molécula 
linear com o dobro do tamanho do fragmento não replicado. 
Assim, à medida que uma molécula de DNA é replicada por 
uma única forquilha de replicação, ela migrará em posições 
que variam desde um ponto próximo ao fragmento não repli- 
cado, formando um arco que atingirá uma localização equi- 
valente à da molécula linear com o dobro de tamanho que 
seria esperado para a migração do DNA não replicado. Esse 
formato é chamado de arco Y e indica que uma molécula 
está em processo de replicação. Como todas as moléculas de 
DNA são replicadas a cada ciclo de replicação, a maior parte 
dos fragmentos de DNA apresentará esse tipo de padrão. 
(continua) 
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Quadro 9-4 (Continuação) 
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QUADRO 9-4 FIGURA 3 Identificação molecular de 
uma origem de replicação. (a) Um segmento de DNA em 
processo de replicação pode ser separado do DNA totalmen- 
te replicado e do DNA não replicado por meio da separação 
eletroforética bidimensional do DNA. O DNA total é isolado 
a partir de células em divisão (e, portanto, de células que 
estão se replicando). O DNA é primeiramente separado prin- 
cipalmente por tamanho (usando eletroforese de baixa vol- 
tagem através de poros de agarose relativamente grandes), 
o campo elétrico é rodado em 90º, e o DNA é, então, sepa- 
rado predominantemente por tamanho e formato (sob ele- 
troforese com alta voltagem em poros de agarose menores). 
A análise por Southern blot é utilizada para detectar o DNA 
de interesse, As localizações da origem (verde), dos sítios de 
clivagem da enzima de restrição (vermelho) e da sonda de 
DNA do Southern blot (azul) estão ilustradas para três di- 


As moléculas que contêm uma origem de replicação 
formam intermediários de replicação com formato de bolha 
que migram ainda mais lentamente na primeira dimensão 
do que as moléculas com formato de Y. Quanto maior a 
bolha, mais diferente é o padrão de migração dessas mo- 
léculas comparado ao padrão de migração do DNA linear 
(Quadro 9-4, Fig. 3c). Infelizmente, é difícil distinguir o arco 
de intermediários produzidos por um fragmento contendo 
uma bolha (chamado arco de bolha) do arco produzido por 
intermediários com formato de Y (Quadro 9-4, Fig. 3b,0). 
Essa dificuldade pode ser resolvida se a origem de replica- 


ferentes padrões que podem ser observados. (b) Padrão de 
intermediários observados quando a origem está localizada 
fora do fragmento de DNA detectado por Southern blot. 
Chamado de arco Y, todos os intermediários têm formato de 
Y. A molécula com três braços de tamanho igual (número 2) 
move-se mais vagarosamente na segunda dimensão, (c) Um 
arco de bolha é formado quando a origem está próxima do 
centro do fragmento de DNA detectado. O intermediário 
com a maior bolha migra mais vagarosamente na segunda 
dimensão. (d) Esse padrão surge quando a origem está fora 
do centro no fragmento de restrição. Inicialmente, interme- 
diários em formato de bolha são detectados, mas depois os 
intermediários em Y (depois da passagem de uma forquilha 
por um sítio de restrição) são observados, Esse padrão de 
bolha para arco Y é considerado o mais indicativo da presen- 
qa de uma origem. 


ção estiver localizada assimetricamente no fragmento de 
DNA. Neste caso, os intermediários iniciarão como bolhas, 
mas quando a forquilha de replicação se aproximar do fim 
do fragmento para completar a replicação, os intermediá- 
rios em formato de bolha assumirão o formato de Y. Isso 
é chamado de transição de bolha para Y, a qual é facil- 
mente identificada como uma descontinuidade no arco, e é 
altamente indicativa de uma origem (Quadro 9-4, Fig. 3d). 
Assim, idealmente, as enzimas de restrição escolhidas de- 
vem flanquear assimetricamente a origem de replicação a 
ser detectada. 


função desses replicadores não foram identificadas. De fato, é provável que 
sequências de DNA específicas não possuam um papel importante na defini- 
ção desses replicadores. Em vez disso, estudos recentes sugerem que densi- 
dade nucleossômica local reduzida e transcrição próxima são determinantes 
importantes para o replicador. 
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LIGAÇÃO E DESENROLAMENTO: SELEÇÃO E ATIVAÇÃO 
DA ORIGEM PELA PROTEÍNA INICIADORA 


As proteínas iniciadoras desempenham pelo menos duas funções diferentes 
durante o início da replicação. Primeiro, essas proteínas ligam-se ao DNA re- 
plicador, em geral através de um sítio de ligação específico. Segundo, proteí- 
nas iniciadoras interagem com fatores adicionais necessários para o início da 
replicação, recrutando-os, assim, para o replicador. Algumas, mas não todas, 
as proteínas iniciadoras realizam uma terceira função: elas distorcem ou de- 
senrolam uma região de DNA adjacente a seus sítios de ligação a fim de facili- 
tar a abertura do dúplex de DNA. 

Considere, por exemplo, a proteina iniciadora de E. coli, DnaA. A DnaA 
possui dois domínios de ligação ao DNA. Um domínio liga-se aos elemen- 
tos nonâmeros repetidos na oriC em sua forma de dupla-fita (ver Fig. 9-26). 
Quando ligada ao ATP (mas não ao ADP), a DnaA também interage com o 
DNA nas regiões repetidas de 13 nucleotídeos de oriC. Essas interações adi- 
cionais resultam na separação das fitas de DNA em mais de 20 pb na região 
repetida de 13 nucleotídeos. É interessante observar que, uma vez ligado a 
Dnaa, o DNA de fita simples é mantido em uma conformação que impede 
a formação de mais do que três pares de bases contínuos, garantindo que o 
DNA permaneça como fita simples. Esse DNA desenrolado fornece um molde 
de ssDNA para que as demais proteínas da replicação iniciem as etapas de 
síntese de RNA e DNA da replicação (ver discussão a seguir). 

A formação de ssDNA em um sítio cromossômico não é suficiente para a 
associação da DNA-helicase e das outras proteínas de replicação. Para tanto, 
a DnaA recruta proteínas de replicação adicionais para o ssDNA formado no 
replicador, incluindo a DNA-helicase (ver a próxima seção). A regulação da 
replicação de E. coli está ligada ao controle da atividade de DnaA e é discuti- 
da no Quadro 9-5, A replicação do DNA de E. coli é regulada pelos níveis de 
DnaA-ATP e Sega. 

Em células eucarióticas, o iniciador é um complexo de seis proteínas cha- 
mado complexo de reconhecimento de origem (ORC). A função do 
ORC é melhor entendida em células de levedura. O complexo ORC reconhece 
uma sequência conservada encontrada em replicadores de leveduras, chama- 
da "elemento A”, bem como um segundo elemento, B1, menos conservado 
(ver Fig. 9-26). Como a DnaA, o ORC liga-se e hidrolisa ATP. A ligação ao ATP 
é necessária para a ligação sequência-específica de DNA na origem, e a hidró- 
lise de ATP é necessária para que o ORC participe no carregamento da DNA- 
-helicase eucariótica no DNA replicador (ver discussão a seguir). Ao contrário 
da DnaA, a ligação de ORC a replicadores de leveduras não leva à separação 
das fitas do DNA adjacente. Ainda assim, ORC é necessário para recrutar, dire- 
ta ou indiretamente, todas as proteínas de replicação restantes para o replica- 
dor (ver seção O carregamento da helicase é o primeiro passo para a iniciação 
da replicação em eucariotos). 


Interações proteína-proteína e proteína-DNA 
promovem a iniciação 


Após a ligação do iniciador ao replicador, as etapas restantes na iniciação da 
replicação são comandadas sobretudo por interações proteína-proteína e por 
interações proteína-DNA independentes de sequência. O resultado final é a 
formação de duas forquilhas de replicação, como foi descrito anteriormente. 
Os eventos que originam essas maquinarias proteicas serão discutidos, em 
primeiro lugar, na E. coli, em que esses eventos são entendidos em detalhes. 
Após a proteína iniciadora (DnaA) ter se ligado a oriC e desenrolado o seg- 
mento de 13 nucleotídeos de DNA, a combinação de ssDNA e DnaA recruta um 
complexo de duas proteínas: a DNA-helicase (DnaB) e a proteina carregadora da 
helicase (DnaC) (Fig. 9-27a-d). É importante notar que a ligação ao carregador 
da helicase inativa a DNA-helicase, impedindo-a de funcionar em sítios inade- 
quados. Uma vez ligado ao ssDNA na origem, o carregador da helicase comanda 
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© 9-5 A replicação do DNA de E. coli é regulada pelos níveis de DnaA-ATP e SeqA 


Em todos os organismos, é fundamental que a iniciação da 
replicação seja extremamente controlada para garantir que o 
número de cromossomos e o número de células permaneçam 
adequadamente equilibrados. Embora esse equilíbrio seja 
mais fortemente regulado nas células eucarióticas, a E. coli 
também impede a duplicação cromossômica descontrolada, 
ndo que as origens recém-iniciadas sejam reiniciadas. 
Vários mecanismos diferentes realizam essa função. 

Um método explora as alterações no estado de metilação 
do DNA antes e depois da replicação do DNA (Quadro 9-5, 
Fig. 1). Nas células de E. coli, uma enzima chamada Dam me- 
tiltransferase adiciona um grupo metil aos resíduos de A de 
cada sequência GATC (observa-se que essa sequência é um 
palindromo). Normalmente, o genoma está totalmente meti- 
lado nas sequências GATC. Essa situação é alterada após a re- 
plicação de cada sequência GATC. Como os resíduos de A nas 
fitas de DNA recém-sintetizadas não estão metilados, os sítios. 
que foram recém-replicados terão apenas uma fita metilada 
(referidos como hemimetilados). 

O estado hemimetilado do oriC DNA recém-replicado é 
detectado por uma proteina chamada SeqA. A SegA liga-se 
firmemente à sequência GATC, mas apenas quando ela está 
hemimetilada. Existe uma abundância de sequências GATC 
imediatamente adjacentes a oriC. Uma vez iniciada a repli- 
cação, a Seg liga-se a esses sítios antes que eles possam ser 
completamente metilados pela Dam metiltransferase, 

A ligação de SegA tem duas consequências. Primeiro, a 
velocidade de metilação dos sítios GATC ligados por SegA é 
muito reduzida. Segundo, quando ligada a esses sítios próxi- 
mos a oriC, SegA impede a associação da DnaA a oriC, o que 
iniciaria um novo cido de replicação. Assim, a conversão dos 
sítios GATC próximos a oriC de metilados para hemimetilados. 
(uma consequência direta da iniciação da replicação em oriC) 
inibe a ligação de DnaA e, portanto, impede o rápido reinício 
da replicação a partir das duas cópias-filhas de oriC recém- 
-sintetizadas. 

A DnaA é alvo de outros mecanismos que inibem o rá- 
pido reinício nas cópias-filhas de oriC recém-sintetizadas. 


QUADRO 9-5 FIGURA 1 A SegA ligada ao DNA he- 
mimetilado inibe o reinício a partir de origens-filhas re- 
cém-replicadas. (a) Antes da replicação do DNA, as sequên- 
cias GATC ao longo do genoma de E. coli estão metiladas 
em ambas as fitas (“totalmente” metiladas). Nota-se que os 
grupos metil estão representados por hexágonos vermelhos 
em toda a figura. (b) A replicação do DNA converte esses si- 
tios para o estado hemimetilado (apenas uma fita do DNA 
está metilada). (c) As sequências GATC hemimetiladas são 
rapidamente ligadas pela SegA. (d) A ligação da proteina 
SegA inibe a metilação completa dessas sequências e a liga- 
ção da proteína DnaA em oriC (para simplificação, apenas 
uma das duas moléculas-filhas está ilustrada nas partes d-f). 
(e) Quando Sega se dissocia dos sítios GATC, o que ocorre 
raramente, as sequências são totalmente metiladas pela Dam 
metiltransferase de DNA, impedindo a religação de Sega. 
(f) Quando os sítios GATC estão totalmente metilados, a 
DnaA pode ligar-se e promover um novo ciclo de replicação a 
partir dos replicadores-filhos de oriC. 


Como descrito anteriormente, somente a DnaA ligada ao ATP 
pode direcionar a iniciação da replicação; no entanto, o ATP 
ligado é convertido em ADP durante a iniciação. Além disso, 
os grampos deslizantes que são carregados em consequência 
do início da replicação recrutam uma proteina (Hda) que esti- 
mula a hidrólise do ATP pela DnaA. Assim, o processo de pro- 
mover um ciclo de iniciação de replicação resulta na inativa- 
ção da DnaA, impedindo sua reutilização. A alteração do ADP 
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para um ATP ligado é um processo lento, retardando ainda 
mais o acúmulo de DnaA ligada a ATP e competente para a 
replicação. O processo de replicação das sequências próxi- 
mas também reduz a quantidade de DnaA disponível para se 
ligar a oriC. Existem mais de 300 sítios de ligação nonâmeros 
de DnaA fora de oriC (a DnaA também atua como regula- 
dor transcricional em vários promotores) e, à medida que são 
replicados, esse número duplica. O aumento do número de 
sítios de ligação a DnaA reduz o nível de DnaA disponível. 

Juntas, essas estratégias reduzem rápida e drasticamen- 
te a capacidade de E. coli iniciar a replicação a partir das có- 
pias novas de oriC. Embora esses mecanismos impeçam o rá- 
pido reinício, essa inibição não persiste necessariamente até 
o término da divisão celular. Na verdade, para que as células 
de E, coli se dividam na velocidade máxima, as cópias-filhas 
de oriC devem iniciar a replicação antes do término do ci- 
clo de replicação anterior. Isso acontece porque as células de 
E, coli podem se dividir a cada 20 minutos, mas é preciso 
mais de 40 minutos para replicar o genoma inteiro de E. coli. 
Assim, sob condições de proliferação rápida, as células de 
E, coli reiniciam a replicação uma, ou até duas vezes, antes 
de completarem o ciclo de replicação anterior (Quadro 9-5 
Fig. 2). Mesmo sob condições de multiplicação rápida, a i 
ciação não ocorre mais de uma vez por ciclo de divisão celu- 
lar, Assim, em cada ciclo de divisão celular, existe apenas um 
ciclo de iniciação de replicação em oric. 


QUADRO 9-5 FIGURA 2 Origens de replicação reini- 
ciam a replicação antes da divisão celular em células de 
crescimento rápido. Para permitir que o genoma seja com- 
pletamente replicado antes de cada ciclo de divisão celular, as 
células bacterianas frequentemente devem iniciar a replicação 
do DNA a partir de sua única origem de replicação, antes do 
término da divisão celular. Isso significa que os cromossomos. 
que estão sendo segregados para as células-filhas estão sen- 
do ativamente replicados. Isso é o contrário do que ocorre 
com as células eucarióticas, que não iniciam a segregação dos 
cromossomos antes do término da replicação de todo o DNA. 
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a colocação de sua DNA-helicase associada ao redor do ssDNA (deve-se ter em 
mente que o ssDNA passa pelo orifício central do anel proteico hexamérico da 
helicase DnaB). Embora o mecanismo de carregamento não seja compreendido 
em detalhes, o processo é análogo à montagem dos grampos deslizantes de DNA 
em torno de uma junção iniciador:molde, necessitando da abertura do anel he- 
xamérico da DNA-helicase para permitir o envolvimento do ssDNA-alvo (ver 
Quadro 9-3), É interessante observar que, como as subunidades do carregador 
do grampo deslizante, a DnaC é uma proteína AAA + que também utiliza o ATP. 

As interações proteina-proteina entre a helicase e outros componentes da 
forquilha de replicação descritas anteriormente promovem a organização do 
restante da maquinaria de replicação (ver Fig. 9-27e,f). A helicase recruta a 
DNA-primase para a origem do DNA, resultando na síntese de um iniciador de 
RNA sobre cada uma das fitas da origem. Além de gerar os iniciadores para as 
fitas de DNA-líder, este evento também provoca a liberação do carregador de 
helicase e, consequentemete, a ativação da helicase. A holoenzima DNA Pol III 
é trazida para as origens por meio de interações com a junção iniciador:molde 
ea helicase. Uma vez que a holoenzima esteja presente, os grampos deslizan- 
tes são colocados sobre os RNAs iniciadores e as polimerases da fita-líder são 
engajadas no processo, À medida que um novo ssDNA é exposto pela ação da 
helicase, ele é coberto por SSBs e a DNA-primase sintetiza os primeiros inicia- 
dores da fita tardia. Essas novas junções iniciador:molde são os alvos dos carre- 
gadores dos grampos, em cada forquilha, que posicionam outros dois grampos 
deslizantes sobre as fitas tardias. Esses grampos são reconhecidos pelos núcleos 
de enzimas DNA Pol III ainda livres, resultando na iniciação da síntese de DNA 
da fita tardia. À medida que os primeiros fragmentos de Okazaki são estendi- 
dos e mais molde de DNA de fita tardia de ssDNA é gerado, um novo iniciador 
de RNA é sintetizado. Após a montagem de um grampo deslizante de DNA, 
o segundo fragmento de Okazaki é iniciado pela terceira enzima DNA Pol II 
(ver Fig. 9-27g,h). Neste ponto, duas forquilhas de replicação terão sido mon- 
tadas, e o início da replicação estará concluído. 
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FIGURA 9-27 Modelo para a ini- 
ciação da replicação do DNA em 
E. coli. Os principais eventos da iniciação 
da replicação em E. coli estão ilustrados. 
(a) Múltiplas proteínas DnaA:ATP ligam- 
-se às sequências repetidas de 9 nucleoti- 
deos em ori. (b) A ligação de DnaA ATP 
à essas sequências promove a separação 
das fitas na região das repetições de 13 
nuclestdeos. Isso é mediado por um do- 
minio de ligação a ssDNA em DnaA:ATP 
que alonga e altera a estrutura do ssDNA 
associado, de maneira que ele não con- 
siga hibridizar ao ssDNA complementar. 
(C) Um complexo da DNA-helicase (DnaB) 
e do carregador da DNA-helicase (DnaC) 
associa-se à DnaA ligada com a origem. 
Um dominio de ligação a ssDNA no car- 
regador da helicase e interações protei- 
na-proteina entre a DnaA e a helicase/ 
carregador da helicase medeiam essas 
interações. (d) Os carregadores de DNA- 
-helicase catalisam a abertura do anel 
proteico da DNA-helicase e a colocação 
do anel ao redor do ssDNA na origem, (e) 
Cada uma das DNA-helicases recruta uma 
DNA-primase, que sintetiza um iniciador 
de RNA em cada molde. A colocação do 
iniciador de RNA promove a dissociação 
do carregador da helicase do replicador e 
ativa as DNA-helicases, O movimento das 
DNA-helicases também remove qualquer 
DnaA que tenha permanecido ligada ao 
replicador. (f) Os iniciadores recém-sinteti- 
zados e as helicases são reconhecidos pe- 
los componentes do carregador do gram- 
po das duas holoenzimas DNA Pol Il. Os 
grampos deslizantes são colocados em 
cada um dos RNAs iniciadores, e a sinte- 
se da fita der é iniciada por um dos três 
núcleos das enzimas DNA Pol lil de cada 
holoenzima. (g) Após cada DNA-helicase 
ter se deslocado por aproximadamente 
1.000 bases, um segundo iniciador de 
RNA é sintetizado em cada molde da fita 
tardia e um grampo deslizante é adicio- 
nado. A junção iniciador:molde resultante 
é reconhecida por um segundo núcleo 
da enzima DNA Pol Ill em cada holoen- 
zima, resultando na iniciação da sintese 
da fita tardia. (h) A síntese das fitas lider 
e tardia está agora iniciada em cada for- 
quilha de replicação. Como apresentado 
na Figura 9-23, a terceira enzima DNA 
Pol Il participa também na síntese da fita 
tardia de DNA, Cada forquilha de replica- 
ão continuará até o fim do molde ou até 
encontrar outra forquilha de replicação 
movendo-se na direção oposta. 
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Os cromossomos eucarióticos são replicados 
exatamente uma única vez por ciclo celular 


Como discutido no Capítulo 7, os eventos necessários para a divisão celular 
eucariótica ocorrem em momentos distintos durante o ciclo celular. A repli- 
cação do DNA cromossômico ocorre apenas durante a fase S do ciclo celular. 
Durante esse período, todo o DNA na célula deve ser duplicado exatamen- 
te uma vez. A replicação incompleta de qualquer parte de um cromossomo 
provoca ligações inadequadas entre os cromossomos-filhos. A segregação de 
cromossomos ligados provoca quebras ou perdas cromossômicas (Fig. 9-28). 
A dupla replicação, mesmo de quantidades limitadas de DNA eucariótico, 
leva a lesões de DNA que são difíceis de serem reparadas pela célula. Tentati- 
vas de reparo de tais lesões frequentemente resultam na amplificação do DNA 
associado, o que pode aumentar inapropriadamente a expressão dos genes 
associados. A adição de apenas uma ou duas cópias de genes reguladores im- 
portantes pode provocar defeitos catastróficos na expressão gênica, na divisão 
celular ou na resposta aos sinais ambientais. Assim, é fundamental que cada 
par de base em cada cromossomo seja replicado apenas uma única vez em cada 
divisão da célula eucariótica. 

A necessidade de replicar o DNA apenas uma única vez é um desafio es- 
pecial para os cromossomos eucarióticos, porque eles possuem muitas origens 
de replicação. As origens são normalmente separadas por cerca de 30 kb, e 
mesmo assim um cromossomo eucariótico pequeno pode ter mais de 10 ori- 
gens e um cromossomo grande, milhares. Um número suficiente de origens 
deve ser ativado para garantir que cada cromossomo seja totalmente replica- 
do durante cada fase S. Normalmente, nem todas as origens necessitam ser 
ativadas para completar a replicação, mas, se muito poucas forem ativadas, 
algumas regiões do genoma não serão replicadas. Por outro lado, embora al- 
gumas origens potenciais possam não ser usadas em um determinado ciclo de 
divisão celular, nenhum replicador pode iniciar após ter sido replicado. Sendo 
assim, se um replicador for ativado para realizar sua própria replicação ou 
se ele for replicado por uma forquillha de replicação derivada de um repli- 
cador adjacente, ele deve ser inativado até o próximo ciclo de divisão celular 
(Fig. 9-29). Se essas condições não fossem verdadeiras, o DNA associado a 
uma origem poderia ser replicado duas vezes no mesmo ciclo celular, que- 
brando a regra de “apenas uma única vez” da replicação do DNA eucariótico. 
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FIGURA 9-28 As quebras cromos- 
sômicas como resultado da replica- 
ção incompleta do DNA. Esta ilustração 
mostra as consequências da replicação 
incompleta seguida pela segregação dos 
cromossomos. A parte superior de cada 
ilustração mostra o cromossomo inteiro. 
A parte inferior mostra detalhes da que- 
bra cromossômica no nível de DNA. (Para 
detalhes da segregação cromossômica, 
ver Cap. 7.) À medida que os cromosso- 
mos são tracionados, uma tensão é exer- 
cida sobre o DNA não replicado, resultan- 
do na quebra do cromossomo. 
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FIGURA 9-29 Os replicadores são 
inativados pela replicação do DNA. 
Um cromossomo eucariótico com cinco 
replicadores é mostrado. Os replicadores 
de números 3 e 5 são os primeiros a serem 
ativados, levando à formação de dois pa- 
res de forquilhas bidirecionais. A ativação 
do replicador parental resulta na inati- 
vação das cópias de cada replicador em 
ambas as moléculas-filhas de DNA até o 
próximo ciclo celular (indicado por um X 
vermelho). A extensão adicional das for- 
quilhas de replicação resultantes duplica 
o DNA que se sobrepõe aos replicadores 
de números 2 e 4 antes que eles iniciem 
o processo. Quando um replicador é co- 
piado por uma forquilha de replicação de 
origem adjacente antes de sua iniciação, 
diz-se que ele foi passivamente replicado. 
Embora esses replicadores não tenham 
iniciado, eles são ainda assim inativados 
pelo ato de replicação de seu DNA (como 
será discutido mais tarde, isso ocorre por- 
que as helicases carregadas na origem são 
removidas pela passagem da forquilha de 
replicação). Em contrapartida, o replica- 
dor 1 não é alcançado por uma forquilha 
adjacente antes da sua iniciação e é ca- 
paz de iniciar normalmente. A presença 
de um número maior de repiicadores do 
que o necessário para completar a repli- 
cação do DNA é uma maneira redundante 
de garantir a replicação completa de cada 
cromossomo. 
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O carregamento da helicase é o primeiro passo 
para a iniciação da replicação em eucariotos 


Os eventos da iniciação da replicação eucariótica ocorrem em momentos dis- 
tintos do ciclo celular (ver Cap. 8). O carregamento da helicase ocorre em 
todos os replicadores durante a fase G, (antes da fase S). A ativação do replica- 
dor ou da origem, incluindo a ativação da helicase e a montagem do replisso- 
mo, ocorre apenas após a entrada da célula em fase S. 

A separação entre o carregamento de helicase e a ativação da origem é 
diferente da situação das células procarióticas, nas quais o reconhecimento 
do replicador do DNA está intrinsecamente acoplado ao desenrolamento do 
DNA, ao carregamento da helicase, e à montagem do replissomo. Como será 
visto mais tarde, a separação temporal entre o carregamento da helicase e a 
montagem do replissomo durante o ciclo celular eucariótico garante que cada 
cromossomo seja replicado apenas uma vez durante cada ciclo celular (células 
bacterianas resolvem esse problema de maneira diferente; ver Quadro 9-5). 

O carregamento da helicase eucariótica necessita que quatro proteínas 
separadas atuem em cada replicador (Fig. 9-30). A etapa inicial do carrega- 
mento da helicase é o reconhecimento do replicador pela proteína iniciadora 
eucariótica, ORC, ligada ao ATP. À medida que as células entram na fase G, 
do ciclo celular, o ORC ligado à origem recruta duas proteínas carregadoras 
de helicase (Cdc6 e Cdt1) e duas cópias da helicase Mcm2-7 para a origem. 
É interessante notar que várias subunidades de ORC e a proteína Cdc6 são 
membros da família de proteínas AAA+ como a DnaC e as subunidades dos 
carregadores do grampo deslizante. Como o carregador do grampo deslizante, 
a ligação de ORC e Cdc6 ao ATP é necessária para a ligação de ORC ao DNA 
e para o recrutamento estável da helicase e das proteínas carregadoras de he- 
licase. A hidrólise de ATP por Cdc6 resulta no carregamento de um dimero 
cabeça a cabeça do complexo Mcm2-7, fazendo com que envolvam a origem 
de DNA dupla-fita. Durante esse evento, Cdt1 e Cdc6 são liberadas da origem. 
Acredita-se que a hidrólise de ATP por ORC restabelece o processo e permite o 
início de uma nova rodada de carregamento de Mcm2-7 após a ligação de ATP 
a ORC. Corroborando o fato de que o complexo Mcm2-7 envolve dsDNA em 
vez de ssDNA, o carregamento da helicase eucariótica não leva ao desenrola- 
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a FIGURA 9-30 Carregamento da 
— helicase eucariótica. O carregamento 

da DNA-helicase eucariótica de replicação 
DNA replcador é um processo ordenado iniciado pela as- 

s] sociação do complexo de reconhecimento 
cus fd fa] da origem (ORQ ligado a ATP ao replica- 
dor. Uma vez ligado ao replicador, ORC 

recruta Cdc6 ligada ao ATP e duas cópias 
da helicase Mcm2-7 ligadas a uma se- 
gunda proteina carregadora de helicase, 


Mem2-7 Cdt1. Essa reunião de proteínas provoca 
a hidrólise de ATP por Cdc6, resultando 
no carregamento de um dimero cabeça a 


am cabeça do complexo Mem2-7 envolvendo 

a origem de DNA dupla-fita e a liberação 
de Cdc6 e Cdt1 da origem. A subsequen- 
te hidrólise de ATP por ORC é necessária 
para restabelecer o processo (ilustrada 
como liberação de Mcm2-7). A troca de 
ATP por ADP permite uma nova rodada de 
carregamento da helicase. 


mento imediato da origem do DNA. Em vez disso, as helicases carregadas em 
G, são ativadas apenas para desenrolar o DNA e para iniciar a replicação após 
as células terem passado da fase G, para a fase S do ciclo celular. 

As helicases carregadas são ativadas por duas proteínas quinases: CDK 
(quinase dependente de ciclina) e DDK (quinase dependente de Dbf4) 
(Fig. 9-31). As proteínas quinases são proteínas que ligam covalentemente 
grupos fosfato às suas proteínas-alvo (ver Cap. 13). Essas quinases são ativadas 
quando as células entram em fase S. Uma vez ativada, a DDK atua sobre a he- 
licase carregada, e a CDK, sobre outras duas proteínas de replicação. A fosfori- 
lação dessas proteínas resulta na ligação das proteínas Cdc45 e GINS à helica- 
se Mem2-7 (ver Fig. 9-31). É importante notar que Cdc45 e GINS estimulam 
fortemente as atividades de ATPase e helicase de Mcm2-7, e juntas formam o 
complexo Cdc45-Mcm2-7-GINS (CMG), que é a forma ativa da DNA helicase 
Mem2-7. Embora a helicase seja inicialmente carregada em torno do dsDNA 
como um dímero cabeça a cabeça, na forquilha de replicação acredita-se que 
atue como um único hexâmero de Mem2-7 envolvendo o ssDNA. Assim, du- 
rante os eventos de ativação, uma fita de DNA deve ser ejetada do canal cen- 
tral de cada helicase, e as interações entre dois complexos Mem2-7 devem ser 
rompidas (Fig. 9-32). As três DNA-polimerases reúnem-se na origem em uma 
ordem determinada. A DNA Pol e associa-se com a origem ao mesmo tempo 
em que Cdc45 e GINS, antes do desenrolamento do DNA. Em contrapartida, 
a DNA Pol ô e a DNA Pol a/primase requerem que o DNA seja desenrolado 
antes que elas sejam recrutadas para a origem. Essa ordem garante que as três 
DNA-polimerases estejam presentes na origem antes da síntese do primeiro 
RNA iniciador (pela DNA Pol a/primase). 

Apenas um subconjunto das proteínas que se associam na origem faz 
parte do replissomo eucariótico. O complexo CMG e as três DNA-polimera- 
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FIGURA 9-31 A ativação de heli- 
cases carregadas leva à montagem 
do replissomo eucariótico. À medi- 
da que as células entram na fase $ do 
cido celular, duas quinases, CDK e DDK, 
são ativadas, A DDK fosforia a helicase 
Mcm2-7 carregada, e a CDK fosforila Ski2 
eSld3. Sld2 e Sld3 fosforiladas igam-se a 
Dpb11 e, juntas, essas proteínas facilitam 
a ligação de proteinas ativadoras de heli- 
case, Cdc4s e GINS, à helicase. Cdc45 e 
GINS formam um complexo estável com a 
helicase Mem2-7 (chamado de complexo. 
Cdc45/Mem2-7/GINS, ou CMG) e ativam 
drasticamente a atividade da helicase 
Mem2-7. A DNA-polimerase da fita-lider 
(e) é recrutada para a helicase nesse está- 
gio (antes do desenrolamento do DNA). 
Após a formação do complexo CMG, as 
proteinas Sld2, Sld3 e Dpb11 são libera- 
das da origem. A DNA Pol a/primase e a 
DNA Pol à (que atuam sobretudo na fita 
tardia) são recrutadas somente depois do 
desenrolamento do DNA. As interações 
proteina-proteina que mantêm a DNA- 
-polimerase na forquilha de replicação 
ainda são pouco conhecidas, 


FIGURA 9-32 A ativação da heli- 
case altera as suas interações. Antes 
de sua ativação, as helicases carregadas 
envolvem o DNA dupla-fita e possuem 
forma de hexâmero duplo cabeça a ca- 
beça (mediado por interações entre as ex- 
tremidades aminoterminais de Mem2-7). 
Após a ativação da helicase, acredita-se 
que a proteina Mem2-7 no complexo 
CMG envolva o DNA fita simples, e a in- 
teração entre os dois complexos Mem2-7 
seja rompida. 
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ses tornam-se parte da maquinaria da forquilha de replicação. Assim como 
o carregador da DNA-helicase de E. coli (DnaC), outros fatores são apenas 
necessários para a montagem das proteínas da forquilha de replicação (como 
Cdcé e Cdt1) e são liberados ou destruídos após terem realizado suas funções 
(ver Fig. 9-31). 


O carregamento e a ativação da helicase são regulados para 
permitir apenas um único ciclo de replicação por ciclo celular 


Como as células eucarióticas controlam a atividade de centenas ou milhares 
de origens de replicação, de maneira que nem mesmo uma seja ativada mais 
do que uma vez durante um ciclo celular? A resposta está na oscilação entre 
dois estados de replicação que ocorre uma vez a cada ciclo celular. Durante à 
fase G,, as células estão em fase de carregamento de helicase e são competen- 
tes para o carregamento da helicase, mas não conseguem ativar as helicases 
carregadas. Com a entrada na fase S e seguimento para G; e M, as helicases 
carregadas durante G, podem ser ativadas, mas o novo carregamento de he- 
licase é estritamente inibido (Fig. 9-33). É importante notar que as condições 
para o carregamento e a ativação da helicase são incompatíveis umas com as 
outras. Embora os mecanismos exatos variem entre organismos diferentes, 
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novo carregamento de helicase inibido 


helicases carregadas são ativadas 
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essa mesma regulação é vista em todas as células eucarióticas em divisão ati- 
va. Assim, a cada ciclo celular existe apenas uma única oportunidade para que 
as helicases sejam carregadas em suas origens (durante G, ) e apenas uma opor- 
tunidade para que essas helicases carregadas sejam ativadas (durante 5, G, e 
M - embora, na prática, todas as helicases carregadas sejam ativadas ou inter- 
rompidas por forquilhas de replicação na fase S). Somente após a segregação 
de seus cromossomos replicados e sua divisão, a célula consegue reiniciar G, e 
carregar um novo conjunto de helicases em suas origens. 

Como essa regulação é atingida? Na levedura S. cerevisiae, a regulação é for- 
temente acoplada à função das CDKs (Fig. 9-34). Essas enzimas parecem exercer 
papéis contraditórios na regulação da replicação. Primeiro, como descrito an- 
teriormente, elas são necessárias na ativação de helicases carregadas, iniciando 
a replicação do DNA. Segundo, a atividade da CDK inibe o carregamento da 
helicase. Quando considerados sob a luz da regulação descrita anteriormente, 
esses diferentes papéis permitem que uma enzima controle a oscilação entre os. 
dois estados da iniciação da replicação. Os níveis de CDK são baixos durante 
G, permitindo o carregamento da helicase, mas impedindo sua ativação. A en- 
trada na fase S do ciclo celular é acoplada a um rápido aumento da atividade de 
CDK, dirigindo a ativação de helicases carregadas mas, simultaneamente, im- 
pedindo o novo carregamento de helicases. Níveis elevados de CDK estão pre- 
sentes durante todo o ciclo celular, exceto em G, (presente nas fases S, G, e M). 

As helicases carregadas são liberadas do DNA após a conclusão da síntese 
de DNA pela forquilha de replicação da qual fazem parte, ou após a replicação 
do DNA ao qual estão ligadas (por uma forquilha de replicação derivada de 
uma origem adjacente; ver Fig. 9-29). Dessa maneira, esses replicadores ex- 
postos estão disponíveis para o carregamento de uma nova helicase e ligam-se 
rapidamente a ORC. Apesar da presença do iniciador nesses sítios, os altos ní- 
veis de atividade de CDK presentes durante as fases S, G, e M inibem a função 
de ORC, Cdcé e Cdt1. A atividade de CDK é eliminada e novos complexos de 
helicase podem ser carregados somente após a segregação cromossômica e o 
término da divisão celular. 


Semelhanças entre a iniciação da replicação 
do DNA em procariotos e eucariotos 


Agora que foi discutida a iniciação da replicação nos eucariotos e nos pro- 
cariotos, está claro que os princípios gerais da iniciação são os mesmos 
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FIGURA 9-33 O carregamento e a 
ativação da helicase eucariótica ocor- 
rem durante diferentes estágios do 
ciclo celular. Durante a fase G, do cido 
celular, o carregamento da helicase é per- 
mitido, mas sua ativação, não. Durante o 
restante do ciclo celular (fases S, G, e M), 
o carregamento de helicase é inibido, mas 
as helicases carregadas podem ser ativa- 
das (so somente ocorrerá durante a fase 
S, porque após a fase S todos os comple- 
xos Mem2-7 carregados serão removidos 
do DNA; ver Fig. 9-29). 
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FIGURA 9-34 A regulação da 
atividade de CDK pelo ciclo celular 
controla a replicação. Em células de 
S. cerevisiae, os níveis de CDK regulam. 
fortemente o carregamento e a ativação 
da helicase. Durante G,, os níveis de CDK 
são baixos, permitindo que as helicases 
sejam carregadas, mas estas não podem 
ser ativadas (devido à necessidade de CDK 
para esse evento), Durante a fase S, a ati- 
Vidade elevada de CDK inibe um novo car- 
regamento de helicase e ativa as helicases 
previamente carregadas. Quando uma 
helicase carregada é usada para a inicia- 
ção da replicação, ela é incorporada na 
forquilha de replicação e deixa a origem. 
De maneira semelhante, a replicação pas- 
siva do DNA da origem também remove a 
helicase do DNA da origem (não mostra- 
do), Como os níveis de CDK permanecem 
elevados até o fim da mitose, nenhuma 
helicase é carregada até que a segrega- 
ção cromossômica tenha terminado e as 
células-filhas tenham retomado à fase G, 
Sem uma nova rodada de carregamento 
de helicase, é impossível reiniciar 
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em ambos os casos. A etapa inicial é o reconhecimento do replicador pela 
proteína iniciadora. A proteina iniciadora, associada a uma ou mais pro- 
teinas carregadoras de helicases, recruta a DNA-helicase para o replicador. 
A helicase (e potencialmente outras proteínas na origem, em eucariotos) 
geram uma região de ssDNA que atua como molde para a síntese do inicia- 
dor de RNA. Após a síntese dos iniciadores, os demais componentes do re- 
plissomo reúnem-se por meio de interações com a junção iniciador;molde 
resultante. 

Embora os eventos de iniciação sejam semelhantes, a regulação da repli- 
cação em bactérias e eucariotos é bastante diferente. Por exemplo, ao contrá- 
rio das células eucarióticas, as células bacterianas de divisão rápida iniciam 
a replicação mais de uma vez por ciclo celular. A etapa mais estritamente 
regulada também é diferente. Células eucarióticas têm como foco a regulação 
no carregamento inicial da helicase MCM no DNA da origem, enquanto as cé- 
lulas bacterianas têm como foco da regulação a ligação da proteína iniciadora 
DnaA ao DNA (Quadro 9-5, A replicação do DNA de E. coli é regulada pelos 
níveis de DnaA-ATP e Sega). 


TÉRMINO DA REPLICAÇÃO 


A finalização da replicação do DNA requer um conjunto de eventos específi- 
cos. Esses eventos são diferentes nos cromossomos circulares e lineares. Em 
um cromossomo circular, a maquinaria da forquilha de replicação convencio- 
nal pode replicar a molécula inteira, mas as moléculas-filhas resultantes esta- 
rão topologicamente unidas. Em contrapartida, a replicação das extremidades 
dos cromossomos lineares não pode ser finalizada pela maquinaria de replica- 
ção discutida até o momento. Assim, organismos que possuem cromossomos 
lineares desenvolveram estratégias específicas para a replicação das extremi- 
dades de seus cromossomos. 
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Topoisomerases tipo Il são necessárias para 
separar moléculas-filhas de DNA 


Após o término da replicação de um cromossomo circular, as moléculas-filhas 
de DNA resultantes permanecem ligadas ou concatenadas (Fig. 9-35; Cap. 4, 
Fig. 4-23). Catenano é o termo geral para dois círculos que estão unidos (simila- 
res a ligações em uma corrente). Para segregar esses cromossomos em células-fi- 
lhas separadas, as duas moléculas de DNA circulares devem ser desembaraçadas 
ou “desentrelaçadas”. Essa separação é realizada pela ação de tu 

tipo II, Como discutido no Capítulo 4, essas enzimas possuem a habilidade 
de quebrar uma molécula de dsDNA e passar uma segunda molécula de dsDNA 
através dessa quebra. Essa reação pode separar facilmente os dois cromosso- 
mos-filhos circulares pela quebra de um círculo de DNA e passagem do segundo 
pela quebra, permitindo sua segregação em células separadas. 

Embora a importância da atividade de topoisomerases tipo II seja mais 
evidente na separação dos cromossomos circulares, ela também é fundamen- 
tal para a segregação de longas moléculas lineares, Apesar de não existir uma 
ligação topológica inerente após a replicação de uma molécula linear, o imen- 
so tamanho dos cromossomos eucarióticos necessita do intricado dobramen- 
to do DNA em alças, ligadas a um arcabouço proteico (ver Cap. 8, Fig. 8-32b). 
Essas ligações originam muitos dos mesmos problemas que os cromossomos 
circulares apresentam quando os dois cromossomos-filhos lineares devem ser 
separados. Como no caso dos cromossomos circulares, as topoisomerases tipo 
II permitem que esses DNAs ligados sejam separados. 


A síntese da fita tardia é incapaz de copiar as regiões 
finais das extremidades de cromossomos lineares 


A necessidade de um RNA iniciador para iniciar qualquer síntese de um novo 
segmento de DNA origina um dilema para a replicação das extremidades dos 
cromossomos lineares, o chamado problema da replicação das extremi- 
dades (Fig. 9-36). Esta questão não se impõe na replicação do molde da fita- 
-líder, Neste caso, um único iniciador de RNA interno pode dirigir a iniciação 
de uma fita de DNA que pode ser estendida até a extremidade 5' de seu mol- 
de, Em contrapartida, a necessidade de múltiplos iniciadores para completar a 
síntese da fita tardia implica que uma cópia completa de seu molde não pode 
ser feita. Mesmo que o fim do último iniciador de RNA para a síntese do frag- 
mento de Okazaki se anele à base final do molde da fita tardia, após a remo- 
ção dessa molécula de RNA, permanecerá uma pequena região (do tamanho 
do iniciador de RNA) de ssDNA não replicado no fim do cromossomo. Embo- 
ra esse encurtamento fosse ocorrer apenas em uma das duas fitas da molécula- 
-filha, após a próxima rodada de replicação ambas as fitas da molécula-filha 
seriam mais curtas. Com isso, a cada ciclo de replicação de DNA haveria um 
encurtamento de uma das duas moléculas-filhas de DNA. Obviamente, esse 
cenário impediria a transmissão completa do material genético de geração 
para geração. Com o passar das gerações, lentamente, mas certamente, os ge- 
nes nas extremidades dos cromossomos seriam totalmente perdidos. 

Os organismos resolvem o problema da replicação das extremidades de 
várias maneiras. Uma solução é utilizar uma proteína, em vez de um RNA, 
como iniciador para o último fragmento de Okazaki em cada extremidade do 
cromossomo (Fig. 9-37). Nessa situação, a “proteína iniciadora” liga-se ao mol- 
de da fita tardia e utiliza um aminoácido para fornecer um OH (em geral, uma 
tirosina) que substitui o 3'-OH normalmente fornecido pelo iniciador de RNA. 
Por iniciar a última parte da fita tardia, a proteína iniciadora torna-se covalen- 
temente ligada à extremidade 5' do cromossomo. As proteínas de replicação 
ligadas às extremidades terminais desse tipo são encontradas nas extremidades 
de cromossomos lineares de determinadas espécies de bactérias (a maioria das 


FIGURA 9-35 A topoisomerase 
1! catalisa o desencadeamento dos 
produtos da replicação. Após a repli- 
cação de uma molécula de DNA circular, 
as moléculas-filhas de DNA completas 
resultantes permanecem entrelaçadas, As 
topoisomerases tipo II separam (ou de- 
senlaçam) eficientemente esses círculos 
de DNA. 
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FIGURA 9-36 Problema da repli- R 
cação das extremidades. À medida que a 
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bactérias tem cromossomos circulares) e nas extremidades de cromossomos 
lineares de alguns vírus bacterianos e vírus que infectam animais. 

Entretanto, a maioria das células eucarióticas emprega uma solução intei- 
ramente diferente para replicar as extremidades de seus cromossomos. Como 
foi visto no Capítulo 8, as extremidades dos cromossomos eucarióticos são 
chamadas telômeros e são em geral compostas por repetições in tandem de 
uma sequência de DNA rica em TG. Por exemplo, os telômeros humanos con- 
sistem em várias repetições da sequência 5/-TTAGGG-3'. Embora muitas des- 
sas repetições sejam de dupla-fita, a extremidade 3' de cada cromossomo es- 
tende-se para além da extremidade 5' como ssDNA. Essa estrutura única atua 
como uma nova origem de replicação que compensa o problema da replica- 


FIGURA 9-37 A iniciação com 
proteina como uma solução para o 
problema da replicação das extremi- 
dades, Ao se ligar à DNA-polimerase e à seo 


extrermidade 3” do molde, uma proteina nos 
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ção das extremidades. Essa origem não interage com as mesmas proteínas das 
demais origens eucarióticas, mas, em vez disso, recruta uma DNA-polimerase 
especializada, chamada telomerase. 


A telomerase é uma nova DNA-polimerase 
que não requer um molde exógeno 


A telomerase é uma enzima extraordinária, que inclui múltiplas subuni- 
dades proteicas e RNA (é, portanto, um exemplo de ribonucleoproteína; ver 
Cap. 5). Como todas as demais DNA-polimerases, a telomerase atua alon- 
gando a extremidade 3' de um substrato de DNA. Porém, ao contrário da 
maioria das DNA-polimerases, a telomerase não necessita de um molde de 
DNA exógeno para adicionar novos dNTPs. Na verdade, o componente RNA 
da telomerase serve como molde para a adição da sequência telomérica na ex- 
tremidade 3' terminal do cromossomo. A telomerase alonga especificamente 
o 3'-OH das sequências de ssDNA teloméricas, utilizando o seu próprio RNA 
como molde. Como resultado desse mecanismo incomum, o DNA recém- 
«sintetizado é de fita simples. 

A chave para o funcionamento da telomerase é revelada pelo componente 
RNA da enzima, chamado de “RNA da telomerase” (TER). Dependendo do or- 
ganismo, o TER varia de tamanho (entre 150 e 1.300 bases). Em todos os orga- 
nismos, a sequência de RNA inclui uma região curta que codifica 1,5 cópia do 
complemento da sequência do telômero (nos seres humanos, essa sequência é 
5”-AAUCCCAAUC-3"). Essa região de RNA anela-se ao DNA de fita simples na 
extremidade 3' do telômero (Fig. 9-38). O anelamento ocorre de maneira que 
uma parte do molde de RNA permanece como fita simples, criando uma jun- 
ção iniciador:molde utilizada pela telomerase. É interessante notar que uma 
das subunidades proteicas da telomerase é membro de uma classe de DNA- 
-polimerases que usa moldes de RNA, chamadas “transcriptases reversas” (essa 
subunidade é chamada “transcriptase reversa da telomerase”, ou TERT). Como 
será visto no Capítulo 12, essas enzimas “transcrevem reversamente” RNA em 
DNA, em vez de realizar a transcrição convencional de DNA em RNA. Usando 
o molde de RNA associado, à TERT sintetiza DNA na extremidade da região 
molde TER, mas não pode prosseguir para copiar o RNA além desse ponto. 
Nesse momento, o molde de RNA desliga-se do produto de DNA, reanela-se 
aos últimos três nucleotídeos do telômero e, então, repete o processo. 

As características da telomerase são distintas e, por outro lado, similares, 
às de outras DNA-polimerases. A inclusão de um componente de RNA, a in- 
dependência de um molde exógeno e a capacidade para utilizar inteiramente 
um substrato de ssDNA para produzir ssDNA colocam a telomerase em uma 
classe separada das outras DNA-polimerases. Além disso, a telomerase deve 
apresentar a capacidade de deslocar seu molde de RNA do produto de DNA, 
permitindo repetidos ciclos de síntese direcionada pelo molde. Formalmen- 
te, isso significa que a telomerase apresenta atividade de RNA-DNA-helicase. 
Por outro lado, como todas as demais DNA-polimerases, a telomerase ne- 
cessita de um molde para realizar a adição de nucleotídeos, pode estender 
apenas uma extremidade 3'-OH de um DNA, utiliza os mesmos nucleotídeos 
precursores e atua de maneira processiva, adicionando muitas sequências re- 
petidas a cada vez que se liga a um substrato de DNA. Implicações intrigantes 
do papel da telomerase na regulação do crescimento da célula e do envelhe- 
cimento celular são discutidas no Quadro 9-6, Envelhecimento, câncer e a 
hipótese do telômero. 


A telomerase resolve o problema da replicação 
das extremidades por meio da extensão 
da extremidade 3' do cromossomo 


Quando a telomerase atua sobre a extremidade 3' do telômero, ela esten- 
de apenas uma das duas fitas do cromossomo. Como a extremidade 5' é es- 
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FIGURA 9-38 Replicação dos telô- 
meros pela telomerase. A telomerase 
utiliza o seu componente de RNA para 
se anelar à extremidade 3' da região de 
SSDNA do telômero, A seguir, a telomera- 
se utiliza a sua atividade de transcriptase 
reversa para sintetizar DNA até o fim do 
molde de RNA. A telomerase, então, des- 
loca seu RNA do produto de DNA, liga-se 
novamente na extremidade do telômero e 
repete o processo. 


tendida? A resposta é: pela maquinaria de replicação do DNA da fita tardia 
(Fig. 9-39). Ao fornecer uma extremidade 3' estendida, a telomerase fornece 
um molde adicional para a maquinaria de replicação da fita tardia. Ao sin- 
tetizar e estender iniciadores usando a extremidade 3' estendida fornecida 
pela telomerase como molde, a célula pode efetivamente aumentar também o 
tamanho da extremidade 5’ do cromossomo. 

Mesmo depois da atuação da maquinaria da fita tardia, resta uma região 
curta de ssDNA no fim do cromossomo. De fato, a presença de um trecho 3” 
sobressalente pode ser importante para a função de proteção das extremi- 
dades do telômero (como será discutido adiante). A ação da telomerase e da 
maquinaria de replicação da fita tardia, entretanto, garantem que o telômero 
seja mantido em um comprimento suficiente para proteger a extremidade do 
cromossomo, evitando o encurtamento excessivo da extremidade. A natureza 
repetitiva da sequência de DNA telomérico implica que as células toleram 
variações no comprimento dos telômeros. 
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CONEXÕES CLÍNICAS 


Quadro 9-6 Envelhecimento, câncer e a hipótese do telômero 


Todos os organismos são mortais. Sejam os dias ou sema- 
nas vividos por muitos organismos menores, ou os vários 
anos que um ser humano vive em média, os organismos não 
podem escapar de sua mortalidade intrínseca. Não surpre- 
ende que pesquisadores (e outros) tenham estudado essas 
limitações por muito tempo, esperando entendê-las e, talvez, 
superá-las para encontrar a mítica “fonte da juventude”. 
Quando os pesquisadores desenvolveram maneiras para 
cultivar células individuais fora do corpo, eles pensavam que 
as células eram imortais. Isso sugeria que a mortalidade era 
um problema do organismo completo, e não das células, 
Essa hipótese foi eliminada quando Leonard Hayflick estudou 
a divisão celular em cultivo de maneira mais cuidadosa. Ele 
observou que, mesmo em isolamento, as células podiam se 
dividir apenas um número limitado de vezes. É interessante 
notar que os estudos de Hayflick mostraram que o núme- 
ro de divisões pelo qual uma célula passa é característico da 
fonte das células, hoje conhecido como “limite de Hayflick”. 
Os estudos de Hayflick levaram à ideia de que as células 
contêm um relógio de contagem regressiva interno que limi- 
ta o número de divisões das quais uma célula pode participar. 
Quando o relógio chega a zero, a célula é impedida de se dividir 
novamente. Durante anos, a identidade molecular desse relógio 
permaneceu desconhecida; entretanto, à medida que a natu- 
reza dos telômeros e seu papel na replicação do DNA ficaram 
mais bem conhecidos, tornou-se claro que o telômero poderia 
ser o tão procurado relógio divisionário. Corroborando essa 
ideia, o DNA telomérico isolado de pessoas mais jovens é mais 
longo do que o isolado de pessoas mais velhas. Essa observação 


levou à hipótese de que o tamanho do DNA telomérico limitava 
o número de vezes que uma célula poderia se dividir. 

Embora o conceito ainda seja uma hipótese, acumulam-se 
comprovações experimentais para a ideia de que os telômeros. 
estão conectados ao envelhecimento celular. Por exemplo, para 
que a hipótese seja viável, células normais deveriam ter pou- 
ca ou nenhuma atividade de telomerase. Caso contrário, essas 
células simplesmente continuariam a estender seus telômeros. 
à medida que eles encurtassem. De fato, muitas células nor- 
mais possuem atividade de telomerase limitada. Em contrapar- 
tida, células que possuem capacidade proliferativa aumentada, 
como células-tronco e células derivadas de tumores, possuem 
níveis maiores de atividade de telomerase. De fato, estudos de 
células cancerígenas em cultivo indicam que elas podem se divi- 
dir indefinidamente. Um segundo experimento importante que 
corrobora esse modelo mostrou que a expressão de telomerase 
em células normais efetivamente imortalizava as células. 

O achado de elevada atividade de telomerase em células. 
cancerígenas levou à hipótese de que os telômeros poderiam 
representar um método para limitar a capacidade de cres- 
cimento das células que perderam o controle de seu cresci- 
mento normal. Se for verdadeiro, isso poderia explicar por 
que organismos multicelulares não permitiram que a ativida- 
de de telomerase estivesse presente em todas as células. De 
fato, há vários esforços para a busca de inibidores de telome- 
rase como agentes quimioterápicos. A elevação da atividade 
de telomerase em células cancerígenas também sugere que 
a ativação global da telomerase não seria um método inteli- 
gente para buscar a imortalidade! 


Proteínas de ligação ao telômero regulam a atividade 


da telomerase e o comprimento do telômero 


Embora, teoricamente, a extensão dos telômeros pela telomerase possa pros- 
seguir infinitamente, as proteínas que se ligam a regiões de dupla-fita do te- 
lômero regulam cuidadosamente o comprimento do telômero (Fig. 9-40). Em 


o segmento de DNA 
adicional da extremidade 3' 
atua como moide para um 
novo fragmento de Okazaki 


extensão do telômero. 


(ainda apresenta uma extremidade 3'fita simples ) 


FIGURA 9-39 A extensão da ex- 
tremidade 3 do telômero pela te- 
lomerase resolve o problema da re- 
plicação das extremidades. Embora a 
telomerase promova apenas a extensão 
da extremidade 3' do telômero, ao for- 
necer um molde adicional para a síntese 
da fita tardia, ambas as extremidades do 
cromossomo são estendidas. 
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FIGURA 9-40 Proteínas de ligação 
ao telômero. Proteinas de ligação ao te- 
lômero que regulam a atividade da telo- 
merase estão ilustradas para $. cerevisiae 
e células humanas. (a) Células de S. 
cerevisiae. Rap! liga-se diretamente ao 
DNA telomérico repetitivo de dupla-fita, 
enquanto Riff e Rif2 se associam indire- 
tamente ao telômero pe'a ligação a Rap! 
Todas as três proteinas foram implicadas 
na inibição da atividade da telomerase. 
A Cdc13 liga-se ao DNA telomérico repe- 
titivo de fita simples e está envolvida no 
recrutamento da telomerase. (b) Células 
de seres humanos, TRF e TRF2 ligam-se 
diretamente ao DNA telomérico repetiti- 
vo de dupla-fita. O homólogo humano 
de Rap! bem como TIN2, TPP1 e POTI 
associam-se a TRF1 ou TRF2, Juntas, essas 
proteínas formam um complexo chamado 
de Shelterin (shelter = abrigo, refúgio), 
devido à sua habilidade de “proteger” os 
telômeros da ação de enzimas de reparo 
do DNA. POT? também se liga diretamen- 
te ao DNA telomérico repetitivo de fita 
simples e inibe a atividade da telomerase. 
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células de S. cerevisiae, proteínas ligadas ao telômero atuam como inibido- 
res fracos da atividade da telomerase (Fig. 9-41). Quando existirem apenas 
poucas cópias da sequência telomérica repetida, um número reduzido dessas 
proteínas irá se ligar ao telômero e a telomerase poderá estender a extremi- 
dade 3'-OH do telômero. À medida que o telômero se torna mais longo, mais 
proteínas de ligação ao telômero acumulam-se e inibem a extensão da ex- 
tremidade 3'-OH do telômero pela telomerase. Esse mecanismo simples de 
retroalimentação negativa (telômeros mais longos inibem a telomerase) é um 
método robusto para manter um tamanho de telômero semelhante nas extre- 
midades de todos os cromossomos. 

Proteínas que reconhecem a forma de fita simples do telômero também 
podem modular a atividade da telomerase. Em células de S. cerevisiae, a pro- 
teína Cdc13 liga-se a regiões de fita simples do telômero. Estudos dessa pro- 
teína indicam que ela recruta a telomerase para os telômeros. Assim, a Cdcl3 
é um ativador positivo da telomerase. Em contrapartida, a proteína humana 
que se liga ao DNA telomérico de fita simples, POT1, atua de maneira oposta 
-ou seja, como inibidor da atividade da telomerase. Estudos in vitro mostram 
que a ligação de POT1 ao DNA telomérico de fita simples inibe a atividade 
da telomerase. Células desprovidas dessa proteína apresentam comprimento 
de DNA telomérico extremamente aumentado. É interessante notar que essa 
proteína interage indiretamente com as proteínas de ligação ao telômero de 
dupla-fita em células humanas. Propôs-se que, à medida que os telômeros 
aumentam de tamanho, mais POT1 é recrutada, aumentando, assim, a pro- 
babilidade de sua ligação às extremidades de ssDNA do telômero e a inibição 
da telomerase. 


Proteínas de ligação ao telômero protegem 
as extremidades dos cromossomos 


Além de seu papel na regulação da função da telomerase, as proteínas de 
ligação ao telômero também possuem papel essencial na proteção das extre- 
midades dos cromossomos. Em uma célula, normalmente a presença de uma 
extremidade de DNA é considerada o sinal de uma quebra de dupla-fita no 
DNA, que é alvo da maquinaria de reparo de DNA (ver Cap. 10). O resultado 
mais comum desse reparo é o início da recombinação com outro DNA do 
genoma. (Em uma célula diploide, essa recombinação é feita com a cópia 
intacta do cromossomo danificado.) Enquanto essa resposta é adequada para 
quebras aleatórias no DNA, seria desastroso se os telômeros participassem 
desses mesmos eventos. Tentativas de reparo dos telômeros da mesma ma- 
neira que se reparam quebras no DNA de dupla-fita levariam a eventos de 
fusão cromossômica, o que eventualmente resultaria em quebras cromossô- 
micas aleatórias. 
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UA 


O que protege os telômeros desse destino? A resposta simples é que pro- 
teínas ligadas ao telômero distinguem entre telômeros e outras extremidades 
de DNA na célula, A eliminação dessas proteínas leva ao reconhecimento dos 
telômeros como quebras de DNA. É possível que a proteção seja conferida 
simplesmente recobrindo-se o telômero com proteínas ligantes. Estudos da 
estrutura do telômero humano levaram a uma possibilidade alternativa. Te- 
lômeros isolados de células humanas foram observados por microscopia ele- 
trônica e foi observada uma alça em vez de uma estrutura linear (Fig. 9-42a). 
Análises subsequentes indicaram que essa estrutura, chamada alça t, era 
formada pela extremidade 3' do ssDNA do telômero invadindo a região de 
dsDNA do telômero (Fig. 9-42b). Propôs-se que, ao formar uma alça t, a ex- 
tremidade do telômero é mascarada e não pode ser reconhecida como uma 
extremidade normal de DNA. É interessante notar que a TRF2 purificada é 
capaz de dirigir a formação da alça t com DNA telomérico purificado. 

A estrutura de alça t também pode ser relevante para o controle do tama- 
nho do telômero. Assim como a estrutura da alça pode proteger o telômero das 
enzimas de reparo, é provável também que a telomerase não consiga reconhe- 
cer essa forma do telômero, porque ela é desprovida de uma extremidade 3' de 
fita simples aparente. Propôs-se que, quanto mais os telômeros encurtassem, 
maior seria sua dificuldade para formar a alça t, permitindo, assim, um maior 
acesso à extremidade 3' do telômero. 
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FIGURA 9-41 Regulação do ta- 
manho telomérico por proteinas de 
ligação ao telômero. Quando os telô- 
meros são relativamente curtos, poucas 
proteinas de ligação ao telômero estarão 
presentes, e a inibição da telomerase será 
fraca. Sob essas condições, a telomerase 
pode estender a extremidade 3' do telô- 
mero. Quando essas regiões se tornam 
dupla-fita pela ação da maquinaria de 
síntese de DNA da fita tardia, proteinas 
de ligação ao telômero adicionais po- 
dem se associar a ele. A ligação dessas 
proteinas aumenta o nível de inibição, 
evitando o alongamento adicional pela 
telomerase. (Adaptada, com permis- 
são, de Smogorzewska A, e de Lange T. 
2004. Annu. Rev. Biochem. 73: 177-208, 
Fig. 3a. © Annual Reviews) 
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FIGURA 9-42  Ostelômeros formam uma estrutura de alça na célula. (a) Micrografia 
eletrônica de um telômero isolado de uma célula humana. A alça encontrada no fim do DNA 
inclui o ssDNA na extremidade do telômero e é chamada de alça t. A extremidade do DNA no 
canto superior direito seria ligada ao restante do cromossomo. (Reproduzida, com permissão, 
de Griffith 1.0. et al. 1999. Cell 97: 503-514, Fig. 3f. O Elsevier) (b) Ilustração do mecanismo 
proposto para a formação da alça t. A primeira etapa dobra o telômero de maneira que o 
SSDNA na extremidade do telômero possa acessar as repetições teloméricas de dsDNA. Assim 
que a extremidade de ssDNA é adequadamente posicionada, ela pode invadir as repetições de 
dsDNA e formar uma héice com a fita complementar, deslocando a outra fita do dsDNA. Isso 
é chamado de alça de deslocamento e é um intermediário comum na recombinação homóloga 
(ver Cap. 11). É provável que proteinas de ligação ao telômero e outras proteínas celulares 
(p. ex, proteinas de recombinação) facilitem esse processo, Observa-se como o processo de 
dobramento seria muito mais dificil à medida que o telômero encurtasse. 


RESUMO 


A síntese de DNA depende da presença de dois tipos de subs- 
tratos: os quatro desoxinucleotídeos trifosfato (dATP, dGTP, 
dCTP e dTTP) e a estrutura de molde de DNA, uma junção 
iniclador:molde. O DNA-molde determina a sequência dos 
nucleotídeos incorporados. O iniciador serve como substrato 
para a incorporação de desoxinucleotídeos, sucessivamente 
adicionados à OH em sua extremidade 3". 

A síntese de DNA é catalisada por uma enzima denomi- 
nada DNA-polimerase, que utiliza um único sítio ativo para 
adicionar qualquer um dos quatro dNTPs precursores. Estudos 
estruturais de diversas DNA-polimerases revelaram que elas se 
assemelham a uma mão que segura o DNA e o nucleotídeo 
a ser incorporado no sítio catalítico. As DINA-polimerases são 
processivas: uma vez ligadas a um substrato, elas são capazes 
de adicionar muitos nucleotídeos. As exonucleases de revisão 
de leitura aumentam ainda mais a precisão da síntese de DNA, 
atuando como uma “tecla de deletar” que remove nucleoti- 
deos incorretamente adicionados. 

Na célula, ambas as fitas de um molde de DNA são dupli- 
cadas simultaneamente em uma estrutura chamada forquilha 
de replicação. Como as duas fitas do DNA são antiparalelas, 
apenas uma das fitas do molde de DNA pode ser replicada de 
maneira líder (a fita-líder). A outra fita de DNA (chamada fita 


tardia) deve ser sintetizada primeiramente como uma série 
de pequenos segmentos de DNA, chamados fragmentos de 
Okazaki. Cada fita de DNA é iniciada com um iniciador de 
RNA, que é sintetizado por uma enzima chamada primase, Es- 
ses iniciadores devem ser removidos para finalizar o processo 
de replicação. Após a substituição dos iniciadores de RNA por 
DNA, todos os fragmentos de DNA da fita tardia que foram ini- 
ciados em separado são unidos, formando uma fita contínua 
de DNA pela DNA-ligase. 

Além das DNA-polimerases, diversas outras proteínas 
atuam coordenando e facilitando o processo de replicação 
do DNA. Esses fatores adicionais facilitam o desenrolamento 
do molde de dsDNA (DNA-helicase), estabilizam o molde de 
ssDNA (SSBs) e removem as supertorções geradas na frente da 
forquilha de replicação (topoisomerases). As DNA-polimerases 
são especializadas, desempenhando diferentes papéis durante 
a replicação do DNA. Algumas estão estruturadas para serem 
altamente processivas e outras apenas fracamente processivas. 
Os grampos deslizantes do DNA aumentam a processividade 
das DNA-polimerases, permitindo a replicação de extensas re- 
giões de DNA. Essas proteínas em formato de grampos estão 
ligadas topologicamente ao DNA, mas são capazes de deslizar 
ao longo do DNA recém-sintetizado enquanto ligadas à DNA- 


-polimerase, Isso impede, efetivamente, a dissociação da DNA- 
«polimerase da junção iniciador:molde, Complexos proteicos 
especiais, chamados carregadores do grampo deslizante do 
DNA, utilizam a energia da ligação e hidrólise do ATP para 
posicionar os grampos deslizantes sobre o DNA próximos às 
junções iniciador:molde.. 

As interações entre as proteinas na forquilha de replica- 
ção desempenham papel importante na síntese de DNA. Em 
E, coli, as três DNA-polimerases participam de um grande com- 
plexo chamado holoenzima DNA Pol III. A ligação da holo- 
enzima DNA Pol III à DNA-helicase estimula a velocidade de 
desenrolamento do DNA. De maneira similar, a ligação da pri- 
mase à DNA-helicase aumenta a sua capacidade de sintetizar 
iniciadores de RNA. Assim, a reação de replicação é otimizada 
quando todo o conjunto de proteínas de replicação está pre- 
sente na forquilha de replicação. Esse conjunto de proteínas, 
atuando de modo coordenado, forma um complexo chamado 
replissomo. 

A iniciação da replicação do DNA é dirigida por sequên- 
cias de DNA específicas, chamadas replicadores. O local onde 
ocorre o início da replicação é chamado origem de replicação. 
O replicador é ligado especificamente a uma proteína iniciado- 
ra, o que promove o recrutamento de outras proteínas neces- 
sárias à iniciação da replicação (como a DNA-helicase) e, em 
alguns casos, mas não sempre, o desenrolamento do DNA na 
origem. Os eventos subsequentes na iniciação da replicação do 
DNA são predominantemente comandados por interações pro- 
teina-proteína e por interações não específicas proteína-DNA. 
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Nas células eucarióticas, a iniciação da replicação do DNA 
é fortemente controlada para garantir que cada nucleotídeo 
de cada cromossomo seja replicado apenas uma única vez por 
ciclo de divisão celular. Essa regulação estrita é realizada pelo 
controle do carregamento e da ativação da helicase replicativa 
durante o ciclo celular. Durante a fase G, do ciclo celular, as 
helicases podem ser carregadas mas não podem ser ativadas, 
No periodo restante do ciclo (fases S, G, e M), as helicases car- 
regadas podem ser ativadas, levando à iniciação da replicação 
do DNA, mas nenhum novo carregamento de helicase pode 
ocorrer. Assim, cada replicador pode promover apenas um ci- 
dlo de iniciação de replicação por ciclo celular, assegurando 
que o DNA seja replicado somente uma vez, 

O término da replicação do DNA requer a ação de enzi- 
mas específicas. Nos cromossomos circulares, a DNA topoiso- 
merase tipo Il separa os produtos circulares topologicamente 
ligados um do outro, Os cromossomos lineares também neces- 
sitam de proteínas especiais para garantir sua completa repli- 
cação. Nas células cucarióticas, uma DNA-polimerase especia- 
lizada chamada telomerase permite que as extremidades dos 
cromossomos (chamados telômeros) atuem como uma origem 
de replicação singular. Ao estender as extremidades 3' dos te- 
lômeros, a telomerase elimina a perda progressiva das extre- 
midades cromossômicas causadas pela síntese convencional 
da maquinaria da forquilha de replicação. Proteínas ligadas ao 
DNA telomérico atuam na regulação da atividade da telomera- 
se e protegem as extremidades dos cromossomos da degrada- 
ção e da recombinação. 
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QUESTÕES 


Para respostas de questões de número par, ver Apêndice 2: Respostas. 


Questão 1. Cite os dois substratos necessários para a síntese 
de DNA. Explique o porquê da necessidade de cada um deles. 


Questão 2, Liste as etapas da síntese de DNA, começando 
pelo molde com iniciador e os desoxinucleotídeos trifosfato. 


Questão 3. Explique por que a síntese de DNA está acoplada 
à hidrólise de pirofosfato. 


Questão 4. O fármaco antiviral Aciclovir (estrutura repre- 
sentada a seguir) é usado para tratar infecções causadas por 
virus de DNA dupla-fita, como o herpes-virus simples. O Aci- 
clovir atua em nível de síntese de DNA. 


A. O Aciclovir atua como análogo de qual desoxinuclcotídeo? 

B. O Aciclovir não pode ser incorporado ao DNA a menos 
que seja modificado por uma quinase codificada pelo vi- 
rus, Explique por que a atividade de uma quinase é ne- 
cessária para que o aciclovir seja incorporado durante a 
síntese de DNA. 


Questão 5. Explique por que o cloreto de magnésio é adi- 
clonado ao tampão usado para PCR (reação em cadeia da po- 
limerase). 


Questão 6. Formule uma hipótese especulando por que algu- 
mas DNA-polimerases são desprovidas de atividade de exonu- 


clease sem que isso contribua significativamente para o número 
de malpareamentos introduzidos durante a replicação do DNA. 


Questão 7. A seguir, está representada uma longa fita-molde 
de DNA na qual está ocorrendo a síntese de DNA da fita tardia. 
As linhas horizontais curtas representam dois fragmentos de 
Okazaki que já foram sintetizados, No contexto da forquilha 
de replicação, selecione a letra (a-d) que indica onde a primase 
sintetizará o próximo iniciador de RNA. Por que você escolheu 
essa localização? 


Questão 8. A seguir, está uma figura de uma única origem 
de replicação em uma célula eucariótica. 


ty 


| 


A. Em relação à linha pontilhada, em qual(is) direção(ões) — 
direita, esquerda ou ambas — a replicação prossegue? 

B. Do lado direito da linha pontilhada, a replicação de qual 
fita-molde (de cima ou de baixo) será contínua? 

C. Do lado esquerdo da linha pontilhada, a replicação com- 
pleta de qual fita-molde (de cima ou de baixo) será mais 
afetada por uma mutação que faz a DNA-ligase ser parcial- 
mente funcional? 


Questão 9. Você quer montar um ensaio começando com 
um grampo deslizante ligado ao DNA, Qual propriedade espe- 
cial o DNA deve ter para estabelecer a ligação entre o grampo 
deslizante e o DNA? Quais outros componentes proteicos de- 
vem estar na reação para garantir a ligação? 


Questão 10. 

A. Explique como o tempo necessário para completar a repli- 
cação do genoma de E. coli é de 40 minutos, mas mesmo 
assim as células podem se dividir a cada 20 minutos. 


B. Porque a telomerase não é necessária em células de E, coli? 


Questão 11. 

A. Descreva o papel de uma DNA-helicase em uma forquilha 
de replicação. 

B. Como resultado da atividade da DNA-helicase, as topoiso- 
merases também são necessárias durante a replicação, Ex- 
plique como as topoisomerases ajudam as DNA-helicases 
a funcionarem de maneira mais eficiente. 

C. Durante a PCR, você não precisa adicionar DNA-helicase à 
reação. Explique por que não. 


Questão 12. Em E. coli, a DNA-polimerase I possui ativi- 
dades de exonuclease 5º e 3’, enquanto a DNA-polimerase III 
possui atividade de exonuclease 3', Explique a funcionalidade 
por trás das diferenças em atividade de exonuclease associada 
a essas duas DNA-polimerases. 


Questão 13. Pesquisadores mapearam mutações associadas 
a doenças como disqueratose congênita ao DNA que codifica 
o componente de RNA da telomerase. Descreva por que defei- 
tos no componente de RNA da telomerase estão associados a 
doenças, 


Questão 14. Revise o Quadro 9-1, Ensaios de incorporação 
medem a síntese de DNA usando dNTPs marcados com “P (em 
que “P substitui o a-fosfato do dNTP). 

A. Se você usar dNTPs marcados nos B ou y-fosfatos, você 
não detectará nenhuma radioatividade no DNA recém- 
sintetizado. Explique o porquê. 

B. Após a incorporação dos dNTPs marcados com “P, você 
precisa separar os dNTPs marcados com “P não incorpo- 
tados da fita de DNA recém-sintetizada antes de medir a 
quantidade de “P incorporado. Explique como a eletrofo- 
Tese em gel separa os dNTPs marcados com “P não incor- 
porados da fita de DNA recém-sintetizada. 

C. Para a ligação à membrana mostrada no Quadro 8-1, 
Figura 2, descreva um controle negativo que asseguraria 
que sua membrana estivesse separando os dNTPs marca- 
dos com “P não incorporados do DNA. 


CAPÍTULO 1 0) 


Mutabilidade e 
Reparo do DNA 


PERPETUAÇÃO DO MATERIAL GENÉTICO de geração para geração depende da 

manutenção das taxas de mutação em níveis mínimos. As taxas de mu- 

tação elevadas na linhagem germinativa destruiriam a espécie, e as ta- 
xas de mutação elevadas na linhagem somática destruiriam o indivíduo. As 
células vivas dependem do funcionamento correto de milhares de genes, e 
cada um deles pode ser danificado por uma mutação nos diversos sítios da se- 
quência que codifica as suas proteínas, ou nas regiões flanqueadoras que pro- 
movem sua expressão ou o processamento de seu RNA mensageiro (mRNA). 

Se os descendentes tiverem boas chances de sobrevivência, as sequências 
de DNA devem ser transmitidas de maneira exata e inalteradas à linhagem 
germinativa. Da mesma maneira, as células especializadas do organismo adul- 
to não conseguiriam realizar sua missão se as taxas de mutação somáticas 
fossem altas. O câncer, por exemplo, surge em células que perderam a capa- 
cidade de crescimento e divisão controladas em consequência de lesões nos 
genes que controlam o ciclo celular. Se as taxas de mutação nas células somá- 
ticas forem elevadas, a incidência de câncer será catastrófica e insustentável. 

Ao mesmo tempo, se o material genético fosse perpetuado com fidelidade 
perfeita, a variação genética necessária para permitir a evolução seria perdida, 
e novas espécies, incluindo a humana, não teriam surgido. Assim, a vida e a 
biodiversidade dependem de um delicado equilíbrio entre a ocorrência de 
uma mutação e seu reparo. Neste capítulo, serão considerados as causas das 
mutações e os sistemas responsáveis por sua reversão ou correção, que mini- 
mizam as lesões no material genético. 

Duas fontes importantes de mutação são as falhas na replicação do DNA e 
as lesões químicas no material genético. Os erros de replicação surgem da tau- 
tomerização, a qual, como foi visto no Capítulo 9, impõe um limite na preci- 
são do pareamento de bases durante a replicação do DNA. A maquinaria enzi- 
mática de replicação do DNA tenta compensar a incorporação de nucleotídeos 
incorretos por meio de um mecanismo de revisão de leitura, mas alguns erros 
escapam da detecção. Além disso, o DNA é uma molécula orgânica complexa 
e frágil, de estabilidade química limitada. Ele não apenas sofre lesões espon- 
tâneas, como perdas de bases, mas também é atingido por substâncias quími- 
cas naturais e artificiais e pela radiação, que quebram seu esqueleto e alteram 
quimicamente suas bases. Em poucas palavras, os erros na replicação e lesões 
no material genético por causas ambientais são inevitáveis. Uma terceira fonte 
importante de mutações é a classe de inserções geradas por elementos de DNA 
conhecidos como transposons. A transposição é um assunto importante por 
si só, e será considerado de maneira detalhada no Capítulo 12. 
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tipo troca de bases. (a) Transições. (b) 
Transversões. 


Os erros na replicação e as lesões no DNA têm duas consequências. Uma, 
obviamente, consiste nas alterações permanentes no DNA (mutações), que 
alteram a sequência codificadora de um gene ou suas sequências reguladoras. 
A segunda consequência é que algumas alterações químicas no DNA impe- 
dem sua utilização como molde para a replicação e a transcrição. Os efeitos 
das mutações geralmente se manifestam apenas na progênie da célula na qual 
a alteração da sequência ocorreu, mas as lesões no DNA ou alterações na es- 
trutura do DNA que impedem a replicação ou a transcrição podem ter efeitos 
imediatos no funcionamento e na sobrevivência celular. 

O desafio para a célula é duplo. Primeiro, ela deve vasculhar o genoma 
para detectar erros de síntese e lesões no DNA. Segundo, ela deve corrigir 
as lesões de maneira que, se possível, restaure a sequência de DNA original. 
Aqui, serão discutidos os erros originados durante a replicação, as lesões que 
surgem a partir de danos espontâneos no DNA e os danos provocados por 
agentes químicos e radiação. Em cada caso, será considerado como a alteração 
no material genético é detectada e como pode ser adequadamente corrigida 
ou tolerada. Entre as questões que serão abordadas estão as seguintes: como o 
DNA é corrigido de maneira suficientemente rápida para impedir que os erros 
se incorporem no material genético como mutações? Como a célula distingue 
a fita parental da fita-filha na correção dos erros de replicação? Como a célula 
restaura uma sequência de DNA quando - devido a uma quebra ou lesão gra- 
ve - a sequência original não pode mais ser lida? Como a célula enfrenta le- 
sões que bloqueiam a replicação? As respostas para essas questões dependem 
do tipo de erro ou lesão que necessita de reparo. 

Primeiramente, serão considerados os erros que ocorrem durante a repli- 
cação e como eles são corrigidos, e depois, vários tipos de lesões que surgem 
espontaneamente ou a partir de agressões ambientais, antes de discutir os 
múltiplos mecanismos de reparo que permitem à célula corrigir erros de re- 
plicação e danos ao DNA. Por último, será feita uma revisão das vias que per- 
mitem que o dano no DNA seja tolerado durante a replicação para prevenir a 
morte celular e permitir que a lesão de DNA seja subsequentemente reparada. 
Será visto que vários sistemas sobrepostos permitem que a célula enfrente 
uma ampla gama de danos no DNA, ressaltando o investimento que os orga- 
nismos vivos fazem na preservação do material genético. 


ERROS DE REPLICAÇÃO E SEU REPARO 


A natureza das mutações 


As mutações incluem praticamente todas as alterações permanentes conce- 
bíveis na sequência de DNA. As mutações mais simples são as substituições 
de uma base por outra. Existem dois tipos: as transições, que são substitui- 
ções de uma pirimidina por outra, e de uma purina por outra, como T por 
Ce A por G; e as transversões, que são substituições de uma pirimidina 
por uma purina, e de uma purina por uma pirimidina, como T por G ou 
A, e A por C ou T (Fig. 10-1). Outras mutações simples são as inserções ou 
deleções de um nucleotídeo ou de um número reduzido de nucleotídeos. As 
mutações que alteram um único nucleotídeo são chamadas mutações de 
ponto, ou mutações pontuais. 

Outros tipos de mutações causam alterações mais drásticas no DNA, 
como inserções extensas e deleções e rearranjos grosseiros da estrutura Cro- 
mossômica. Essas alterações podem ser causadas, por exemplo, pela inser- 
ção de um transposon, que geralmente posiciona vários milhares de nucleo- 
tídeos de DNA exógeno nas sequências codificadora ou reguladora de um 
gene (ver Cap. 12) ou pelas ações aberrantes dos processos de recombinação 
celular. A taxa geral na qual surgem novas mutações espontaneamente em 
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um sítio qualquer do cromossomo varia de cerca de 10 a 10 ” por ciclo de 
replicação do DNA, sendo que alguns sítios do cromossomo são “hot spots” 
(pontos quentes), onde as mutações surgem com uma frequência maior, e 
outros sítios sofrem alterações com frequência relativamente menor. 

Um tipo de sequência particularmente sujeita à mutação merece um 
comentário especial, devido à sua importância na genética humana e nas 
doenças. Essas sequências propensas à mutação são repetições de sequências 
simples de di-, tri- ou tetranucleotídeos, conhecidas como microssatéli- 
tes de DNA. Um exemplo bem-conhecido envolve repetições da sequência 
dinucleotídica CA. As regiões de repetições CA são encontradas em inúmeros 
locais amplamente dispersos nos cromossomos de seres humanos e de outros 
eucariotos, A maquinaria de replicação tem dificuldade em copiar essas re- 
petições com precisão, frequentemente cometendo “deslizes”, Esses deslizes 
aumentam ou reduzem o número de cópias da sequência repetida. Como 
resultado, o comprimento da repetição CA em um determinado sítio cromos- 
sômico é frequentemente polimórfico na população. Esse polimorfismo for- 
nece um marcador físico conveniente para o mapeamento de mutações he- 
reditárias, como as mutações que aumentam a propensão para determinadas 
doenças nos seres humanos (ver Quadro 10-1, À expansão de repetições em 
trincas provoca doenças). 


Alguns erros de replicação escapam da revisão de leitura 


Como foi visto, a maquinaria de replicação alcança um grau de precisão sur- 
preendentemente elevado ao utilizar um mecanismo de revisão de leitura, o 
componente de exonuclease 3' — 5' do replissomo, que remove os nucleo- 
tídeos incorporados erroneamente (como discutido no Cap. 9). A revisão de 
leitura aumenta a fidelidade da replicação do DNA por um fator de aproxi- 
madamente 100. Alguns nucleotídeos erroneamente incorporados escapam 
da detecção e geram um malpareamento entre a fita recém-sintetizada e a 
fita-molde, Três nucleotídeos diferentes podem ser erroneamente incorpora- 
dos em oposição a cada um dos quatro tipos de nucleotídeos da fita-molde 
(p. ex., T, G ou C em oposição a T no molde), o que resulta em um total de 12 
possíveis malpareamentos (T-T, T:G, TEC e assim por diante). Se o nucleotídeo 
mal-incorporado não for subsequentemente detectado e substituído, a alte- 
ração de sequência se tornará permanente no genoma: durante um segundo 
ciclo de replicação, o nucleotídeo mal-incorporado, agora parte da fita-molde, 
dirigirá a incorporação de seu nucleotídeo complementar na fita recém-sin- 
tetizada (Fig. 10-2). A esta altura, o malpareamento não existirá mais; em vez 
disso, ele terá resultado em uma alteração permanente (uma mutação) na 
sequência de DNA. 


FIGURA 10-2 A replicação pode 
transformar uma base mal-incorpo- 
rada em uma mutação permanente. 
Uma mutação potencial pode ser intro- 
duzida pela incorporação errônea de uma 
base em um primeiro ciclo de replicação. 
No segundo ciclo de replicação, a muta- 
ção torna-se permanentemente incorpo- 
rada na sequência de DNA. 
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CONEXÕES CLÍNICAS 


Quadro 10-1 A expansão de repetições em trincas provoca doenças 


Outro exemplo bem-conhecido de sequências sujeitas a erros 


frequentemente encontradas expansões do número de re- 
Petições em trinca de uma geração para a outra, resultando 
em doenças que são progressivamente mais graves nos filhos 
e netos dos indivíduos afetados. Exemplos de doenças que 
são causadas pela expansão de trincas são a distrofia mus- 
cular adulta (miotônica); a síndrome do X frágil, que causa 
retardo mental; e a doença de Huntington, que causa neu- 
rodegeneração. CAG é o códon que corresponde ao resíduo 
de glutamina, e a sua expansão na sequência codificadora 
da proteína de Huntington resulta em uma repetição de re- 


síduos de glutamina na proteina mutante em pacientes com 
a doença de Huntington. Pesquisas recentes indicam que esse 
trecho de poliglutamina interfere na interação normal entre 
uma sequência rica em glutamina de um fator de transcri- 
ção chamado Sp1 e uma sequência rica em glutamina corres- 
pondente em TAFII130, uma subunidade de um componente 
da maquinaria de transcrição chamado TFIID (ver Cap. 13). 
Essa interferência prejudica a transcrição nos neurônios do 
ai incluindo a transcrição do gene para o receptor de 
um neurotransmissor. Da mesma maneira, os segmentos re- 
petidos de poliglutamina gerados pelas expansões CAG em 
outros genes também exercem seus efeitos interferindo nas 
interações entre fatores de transcrição e TAFII130. 


O reparo de malpareamentos remove os erros 
que escapam da revisão de leitura 


Felizmente, existe um mecanismo para detectar os malpareamentos e corrigi- 
“los. A responsabilidade final da fidelidade da replicação do DNA se apoia nesse 
sistema de reparo de malpareamentos, o qual aumenta a precisão da 
síntese de DNA em duas ou três ordens de magnitude adicionais. O sistema de 
reparo de malpareamentos defronta-se com dois desafios. Primeiro, ele deve 
verificar o genoma por malpareamentos. Como os malpareamentos são tempo- 
rários (eles desaparecem no ciclo de replicação subsequente, quando resultam 
em mutações), o sistema de reparo deve encontrar e reparar logo os malparea- 
mentos. Segundo, o sistema deve corrigir o malpareamento de maneira precisa; 
ou seja, ele deve substituir o nucleotídeo erroneamente incorporado da fita 
recém-sintetizada e não o nucleotídeo correto da fita parental. 

Em Escherichia coli, os malpareamentos são detectados por um dímero da 
proteína de reparo de malpareamento MutS (Fig. 10-3). A MutS escaneia o 
DNA, reconhecendo malpareamentos a partir da distorção que eles causam no 
esqueleto de DNA. Essa proteína envolve o DNA que contém o malpareamen- 
to, induzindo uma acentuada dobra no DNA e uma alteração conformacional 
na própria Muts (Fig. 10-4). A chave para a especificidade de Muts é que o DNA 
que contém um malpareamento pode ser muito mais facilmente torcido do 
que o DNA corretamente pareado. A MutS possui uma atividade de ATPase que 
é necessária para o reparo de malpareamento, mas seu papel exato no reparo 
não é conhecido. Esse complexo de MutS e DNA que contém o malpareamento 
recruta MutL, uma segunda proteína que compõe o sistema de reparo. A MutL, 
por sua vez, ativa MutH, uma enzima que promove uma quebra em uma das 
fitas, próximo ao sítio do malpareamento. A clivagem é seguida pela ação de 
uma helicase específica (UvtD) e de uma de três exonucleases (ver discussão a 
seguir). A helicase desenrola o DNA, começando pela incisão e movendo-se na 
direção do sítio de malpareamento, e a exonuclease digere progressivamente a 
fita simples deslocada, estendendo para além do sítio do nucleotídeo malpare- 
ado. Essa ação produz uma lacuna de fita simples, que é, a seguir, preenchida 
pela DNA-polimerase III (Pol III) e fechada pela DNA-ligase. O efeito geral é 
a remoção do malpareamento e sua substituição pelo nucleotídeo que forma 
corretamente o par de bases. 

Mas como o sistema de reparo de malpareamentos de E. coli sabe qual 
dos dois nucleotídeos do par deve ser substituído? Se o reparo ocorresse alea- 
toriamente, então, na metade das vezes o erro poderia ser permanentemente 
incorporado ao DNA. A resposta é que E. coli marca a fita parental pela hemi- 
metilação temporária, como será discutido a seguir. 
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FIGURA 10-3 Via de reparo de 
malpareamento para o reparo de 
erros de replicação. A Muts circunda 
o DNA que contém o malpareamento, 
induzindo uma torção ou dobra (não 
mostrada, mas ver Fig, 10-4), Em etapas 
subsequentes, a MUtS recruta Mutl e 
MutH, e a atividade de ATPase de MutS 
catalisa a hidrólise de ATP. MutH é uma 
endonuclease que cria uma quebra no 
DNA próximo ao sítio de malpareamen- 
to. A seguir, uma exonuclease digere a 
fita quebrada movendo-se para além 
do malpareamento. Por fim, a lacuna de 
fita simples resultante é preenchida pe'a 
DNA-polimerase, eliminando o malpare- 
amento. (Adaptada, com permissão, de 
Junop MS. et al. 2001. Mol. Cell 7; 1-12, 
Fig. 6b. © Elsevier) 
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FIGURA 10-4 Estrutura de cristal 
do complexo MutS-DNA. Obsena-se 
a dobra no DNA, representado na parte 
inferior da estrutura. Além disso, próximo 
à parte superior da estrutura da enzima 
está o ATP, mostrado em amarelo, verde 
e vermelho. O DNA está representado no 
modelo de preenchimento, com o esque- 
leto de agúcar-fosfato em vermelho e as 
bases em cinza. (Junop M.S. et al. 2002 
Mol. Cell 7: 1-12.) Imagem preparada 
com MoiScript, BobScript e Raster 3D. 
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A enzima de E. coli Dam metilase metila resíduos A em ambas as fitas da 
sequência 5'-GATC-3'. A sequência GATC é amplamente distribuída ao longo 
de todo o genoma (ocorrendo aproximadamente a cada 256 pb [4']), e todos 
esses sítios são metilados pela Dam metilase. Quando a forquilha de replica- 
ção passa pelo DNA que está metilado nos sítios GATC de ambas as fitas (DNA 
totalmente metilado), os dúplices de DNAs-filhos resultantes estarão hemime- 
tilados (i.e., metilados somente na fita parental). Assim, por alguns minutos, 
até que a Dam metilase alcance e metile a fita recém-sintetizada, os dúpli- 
ces de DNAs-filhos estarão metilados apenas na fita que serviu como molde 
(Fig. 10-5a). Dessa maneira, a fita recém-sintetizada está marcada (pois não pos- 
sui o grupo metil) e, portanto, pode ser reconhecida como a fita para o reparo. 

A proteína MutH liga-se a esses sítios hemimetilados, mas a sua atividade 
de endonuclease está normalmente latente. A MutH torna-se ativa, como des- 
crito anteriormente, apenas após o contato com a MutL e a Muts, posiciona- 
das em um malpareamento próximo (provavelmente em uma distância de até 
poucas centenas de pares de bases). Não se sabe exatamente como essa intera- 
ção ocorre por distâncias de até vários milhares de pares de bases, mas evidên- 
cias recentes indicam que o complexo MutS-MutL deixa o malpareamento 
e se move ao longo do DNA para alcançar MutH no sítio de hemimetilação. 
Uma vez ativada, MutH cliva seletivamente a fita não metilada, de maneira 
que apenas o DNA recém-sintetizado nas proximidades do malpareamento 
seja removido e substituído (Fig. 10-Sb). A metilação é, portanto, um disposi- 
tivo de “memória”, que possibilita que o sistema de reparo de E. coli encontre 
a sequência correta a partir da fita parental, caso tenha sido cometido um erro 
durante a replicação. 

Diferentes exonucleases são utilizadas para remover o DNA de fita sim- 
ples entre a clivagem originada pela MutH e o malpareamento, dependendo 
de a MutH clivar o DNA no lado 5' ou no lado 3' do nucleotídeo errôneo. Se 
o DNA for clivado no lado 5' do malpareamento, então a exonuclease VII ou 
Rec], que degrada o DNA na direção 5' —» 3', remove a porção de DNA desde 
a quebra induzida pela MutH, passando pelo nucleotídeo erroneamente in- 
corporado. Reciprocamente, se a quebra estiver no lado 3' do malpareamen- 
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to, o DNA será removido pela exonuclease I, que degrada o DNA na direção 
3» 5º, Como foi visto, após a remoção da base malpareada, a DNA Pol HI 
preenche a sequência que foi removida (Fig. 10-6). 

As células eucarióticas apresentam proteínas homólogas à MutS (cha- 
madas proteínas MSH para “homólogas da MutS”) e MutL (chamadas MLH 
e PMS) para corrigir malpareamentos. Na verdade, os eucariotos apresen- 
tam diversas proteínas semelhantes à MutS, com especificidades diferen- 
tes, Por exemplo, uma proteína é específica para malpareamentos simples, 
ao passo que outra recohece pequenas inserções ou deleções derivadas de 
"deslizes" durante a replicação do DNA. Uma evidência fundamental de que 
o reparo de malpareamentos desempenha uma função essencial nos organis- 
mos superiores surgiu da descoberta de que a predisposição genética para o 
câncer de colo (câncer colorretal não polipoide hereditário) se deve a uma 
mutação nos genes humanos homólogos de MutS (especificamente o homó- 
logo MSH2) e MutL. 

Embora as células eucarióticas possuam sistemas de reparo de malparea- 
mentos, elas não têm MutH nem o truque inteligente de usar a hemimetila- 
ção para marcar a fita parental, encontrados em E. coli. (De fato, a maioria 
das bactérias é desprovida de Dam metilase e também é incapaz de usar a 
hemimetilação para marcar a fita recém-sintetizada.) Como, então, o sistema 
de reparo sabe qual das duas fitas deve ser corrigida? A síntese da fita tardia, 
como foi visto no Capítulo 9, ocorre de maneira descontínua, com a forma- 
ção dos fragmentos de Okazaki que são unidos ao DNA previamente sintetiza- 
do pela DNA-ligase. Antes da etapa de ligação, os fragmentos de Okazaki estão 
separados do DNA já sintetizado por uma quebra, que pode ser considerada 
equivalente à quebra gerada pela MutH na fita recém-sintetizada na E. coli. Na 
verdade, extratos de células eucarióticas efetuam o reparo de malpareamentos 
em moldes artificiais que contenham uma quebra de forma seletiva na fita 
que contém a clivagem. Resultados recentes indicam que os homólogos hu- 


FIGURA 10-5 Metilação Dam na 
forquilha de replicação. (a) A replica- 
ção gera DNA hemimetilado em £. coli. 
(b) MutH faz uma incisão na fita-filha não 
metida. 
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FIGURA 10-7 Tipos comuns de 
dano hidrolítico ao DNA. (a) A desa- 
minação da citosina origina uracila. (b) 
A depurinação da guanina por hidrólise 
origina uma desoxirribose apurínica. (e) 
A desaminação de 5-metilitosina gera a 
timina, uma base natural no DNA. 


FIGURA 10-6  Direcionalidade no reparo de malpareamentos: remoção do DNA 
malpareado por exonuclease. Para simplificar, a MutH ligada ao DNA é mostrada imediata- 
mente adjacente a MutS no malpareamento. (a) A sequência GATC não metilada está no lado 
5º da mutação. (b) A sequência GATC não metilada está no lado 3º da mutação. 


manos de MutS (MSH) interagem com um componente do grampo deslizante 
no replissomo (PCNA, discutido no Cap. 9) e poderiam, portanto, ser recruta- 
dos para o sítio de síntese descontínua de DNA na fita tardia. A interação com 
o grampo deslizante recrutaria também as proteínas de reparo de malparea- 
mentos para a extremidade 3' (crescente) da fita-líder. 


LESÕES NO DNA 


O DNA sofre lesões espontâneas por 
hidrólise e por desaminação 


As mutações surgem não apenas por erros na replicação, mas também por 
lesões no DNA. Algumas lesões são causadas, como será visto, por fatores am- 
bientais, como a radiação e os agentes químicos, chamados agentes mu- 

, que aumentam a taxa de mutação (ver Quadro 10-2, Teste de 
Ames). No entanto, o DNA também sofre lesões espontâneas pela ação da 
água. (O que é uma ironia, uma vez que a própria estrutura da dupla-hélice 
depende do ambiente aquoso.) 

O tipo mais frequente e importante de lesão hidrolítica é a desaminação 
da base citosina (Fig. 10-7a). Sob condições fisiológicas normais, a citosina so- 
fre desaminação espontânea, originando a base que não é natural (no DNA), 
a uracila. A uracila realiza pareamento preferencialmente com a adenina, in- 
troduzindo a base na fita oposta após a replicação, em vez de G, que deveria 
ter sido pareada como C. A adenina e a guanina também estão sujeitas à de- 
saminação espontânea. A desaminação converte a adenina em hipoxantina, 
que faz ligações de hidrogênio com a citosina, em vez da timina; a guanina é 
convertida em xantina, que continua a parear com a citosina, embora apenas 
por duas ligações de hidrogênio. O DNA também sofre depurinação pela 
hidrólise espontânea da ligação N-glicosílica, e isso produz um sítio abásico 
(Le. uma desoxirribose que não possui uma base) no DNA (Fig. 10-7b). 
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CONEXÕES CLÍNICAS 


Quadro 10-2 Teste de Ames 


A determinação do efeito carcinogênico potencial de pro- 
dutos químicos em animais é lenta e dispendiosa. Entretan- 
to, como a maioria dos agentes causadores de tumores é 
mutagênica, o efeito carcinogênico potencial de produtos 
químicos pode ser convenientemente avaliado pela sua ca- 
pacidade de causar mutações, Bruce Ames, da University of 
California em Berkeley, desenvolveu um teste simples para 
avaliar os efeitos carcinogênicos potenciais de produtos 
químicos, com base na capacidade de provocar mutações 
na bactéria Salmonella typhimurium. O teste de Ames uti- 
liza uma linhagem de S. typhimurium com uma mutação 
no óperan responsável pela biossintese do aminoácido his- 
tidina. Por exemplo, o óperon mutante pode conter uma 
mutação sem sentido ou uma mutação que altere a fase de 
leitura em um dos genes da biossíntese de histidina. Como 
consequência, as células da linhagem mutante não são ca- 


pazes de se multiplicar e formar colônias em meio sólidona meo com ágar. meio com ágar 
ausência de histidina (Quadro 10-2, Fig. 1). Entretanto, se sem adição de 12 horas de incubação | com a adição do 
as células mutantes forem tratadas com um produto quí-  aiquer reagente firm postei Dori 
mico mutagênico (e, portanto, potencialmente carcinogê- 

nico), o produto químico provocará a reversão da mutação F >, 

sem sentido ou da mutação que alterou a fase de leitura g 

(dependendo da natureza do mutagênico) em um pequeno a oag E 
número de células mutantes. Essa reversão regenera a ca- a aSa 

pacidade das células se multiplicarem, formando colônias o, 48 

em meio sólido sem histidina. Quanto mais potente for o a 
mutagênico, maior será o número de colônias. Alguns pro- 

dutos químicos que causam câncer não são mutagênicos rena sede ind CRE a 
por si, mas são convertidos em mutagênicos no fígado, que 

metaboliza substâncias exógenas. Para identificar produtos QUADRO 10-2 FIGURA 1 Teste de Ames. 


químicos convertidos em mutagênicos no figado, o teste de 
Ames trata os potenciais mutagênicos com uma mistura de 
enzimas hepáticas. Os potenciais efeitos carcinogênicos de 
produtos químicos identificados como mutagênicos no tes- 
te de Ames podem ser, então, avaliados em animais. 


Observa-se que, ao contrário dos erros de replicação discutidos anterior- 
mente, todas essas reações hidrolíticas resultam em alterações que não são 
naturais no DNA. Sítios apurínicos não são, obviamente, naturais, e cada uma 
das reações de desaminação gera uma base anormal. Essa situação permite 
que as alterações sejam reconhecidas pelos sistemas de reparo descritos mais 
tarde. Isso também fornece uma explicação para o uso da timina, em vez da 
uracila, pelo DNA. Se o DNA possuísse naturalmente a uracila, em vez da 
timina, a desaminação da citosina produziria uma base natural, dificilmente 
reconhecida pelos sistemas de reparo. 

O dano gerado pela formação de uma base de ocorrência natural por desa- 
minação é ilustrado pelo problema causado pela presença de 5-metilcitosina. 
O DNA dos vertebrados frequentemente contém 5-metilcitosina no lugar de 
citosina, como resultado da ação de metiltransferases. Essa base modificada 
possui um papel no silenciamento transcricional (ver Cap. 19). A desami- 
nação da 5-metileitosina gera timina (Fig. 10-70), que obviamente não será 
reconhecida como uma base anormal e, após um ciclo de replicação do DNA, 
pode fixar uma transição de C para T. De fato, Cs metiladas são hot spots para 
mutações espontâneas no DNA de vertebrados. 
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alquiação 


FIGURA 10-8 Modificação de G. 
A figura mostra sítios específicos da gua- 
nina que são vulneráveis a dano por trata- 
mento químico, como alquilação ou oxi- 
dação, e por radiação. Frequentemente, 
os produtos dessas modificações são alta- 
mente mutagênicos. 


FIGURA 10-9 Dímero de timina. 
A luz UV induz a formação de um anel 
cielobutano entre timinas adjacentes, 


O DNA é danificado por alquilação, oxidação e radiação 


O DNA é vulnerável a danos por alquilação, oxidação e radiação. Na al- 
quilação, grupos metil ou etil são transferidos aos sítios reativos das bases 
e aos fosfatos no esqueleto do DNA. Reagentes químicos alquilantes in- 
cluem as nitrosaminas e um agente mutagênico artificial muito potente, a 
N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina. Um dos sítios mais vulneráveis para a 
alquilação é o grupo ceto do carbono 6 da guanina (Fig. 10-8). O produto des- 
sa metilação, O'-metilguanina, frequentemente realiza pareamento errôneo 
com a timina, resultando na alteração de um par de bases G:C para um par de 
bases A:T após a replicação do DNA danificado. 

O DNA também está sujeito ao ataque por espécies reativas de oxigênio 
(p.ex, O, H,O, e OH»). Esses agentes oxidantes potentes são gerados por ra- 
diação ionizante e por agentes químicos que produzem radicais livres. A oxi- 
dação da guanina, por exemplo, gera 7,8-di-hidro-8-oxoguanina, ou 0x0G. 
O aduto oxoG é altamente mutagênico porque pode realizar um pareamento 
de bases com a adenina e com a citosina. Se ele parear com a adenina durante 
a replicação, originará uma transversão G:C para T:A, uma das mutações mais 
comuns encontradas nos cânceres humanos. Assim, talvez os efeitos carci- 
nogênicos da radiação ionizante e dos agentes oxidantes sejam parcialmente 
causados pelos radicais livres que convertem guanina em 0x0G. 

Há, ainda, outro tipo de lesão de bases provocado pela luz ultravioleta. 
A radiação com comprimento de onda de cerca de 260 nm é intensamente 
absorvida pelas bases, e uma consequência disso é a fusão fotoquímica de 
duas pirimidinas em posições adjacentes na mesma cadeia polinucleotí- 
dica. No caso de duas timinas, a fusão é chamada dímero de timina 
(Fig. 10-9), e compreende um anel de ciclobutano gerado pelas ligações 
entre os átomos de carbono 5 e 6 de timinas adjacentes. No caso de uma 
timina adjacente a uma citosina, a fusão resultante é um aduto timina- 
-citosina, no qual a timina é ligada por meio de seu átomo de carbono 6 ao 
átomo de carbono 4 da citosina. Essas bases ligadas são incapazes de reali- 
zar pareamento de bases e provocam a parada da DNA-polimerase durante 
a replicação. Existem ensaios para medir a quantidade de dano ao DNA, 
como dímeros de timina, e os efeitos do dano ao DNA sobre a habilidade 
de a célula sobreviver ou manter sua fidelidade genômica (ver Quadro 10-3, 
Quantificação do dano ao DNA e seus efeitos sobre a sobrevivência e a mu- 
tagênese celulares). 

Finalmente, a radiação y e os raios X (radiação ionizante) são particular- 
mente perigosos, porque provocam quebras na dupla-fita do DNA, as quais 
são difíceis de corrigir. Se estas quebras não forem corrigidas, as quebras de 
dupla-fita poderão ser letais para a célula. A radiação ionizante pode atacar di- 
retamente (ionizar) a desoxirribose no esqueleto de DNA. Alternativamente, 
essa radiação pode exercer efeitos de maneira indireta, por meio da geração 
de espécies reativas de oxigênio (descrita anteriormente), as quais, por sua 
vez, reagem com as subunidades de desoxirriboses. Como as células neces- 
sitam de cromossomos intactos para replicar seu DNA, a radiação ionizante 


z eN } Q. s 
z F 
N 
CH; CH 
o [) o 


q 
HH dimero detimina 


CONCEITOS AVANÇADO 


Capítulo 10 Mutabilidade e Reparo do DNA 323 


10-3 Quantificação do dano ao DNA e seus efeitos sobre a sobrevivência e a mutagênese celulares 


Para estudar dano, reparo e mutagênese do DNA, os pesqu 
sadores usam ensaios para medir o dano ao DNA e seus efei- 
tos sobre as células. A princípio, a habilidade para medir o 
dano ao DNA parece desafiadora, Como é possível ver quais 
modificações no DNA estão presentes dentro de uma célula? 
Os cientistas desenvolveram várias técnicas para realizar isso. 
Em um ensaio, os pesquisadores usam anticorpos contra um 
tipo específico de dano ao DNA, como um dimero de timina. 
Eles medem o nível de dímeros de timina em uma amostra de 
DNA genômico de maneira semelhante ao uso de anticorpos 
na medida de níveis proteicos na análise de immunoblot (ver 
Cap. 7). Outro ensaio, o cometa ou ensaio de eletroforese de 
célula única em gel de agarose, detecta a presença de quebras 
de fitas simples e dupla, bem como outros tipos de dano ao 
DNA de células individuais por meio de alterações nos padrões 
de migração durante a eletroforese em gel. O DNA danificado 
apresenta aparência semelhante a um cometa quando obser- 
vado por microscopia de fluorescência. O desenvolvimento 
contínuo de novas tecnologias promete fornecer métodos 
mais precisos e específicos para detectar danos ao DNA. 
Como se mede o impacto do dano ao DNA sobre a viabi- 
lidade celular? Para organismos unicelulares, como bactérias 
ou leveduras, um ensaio de sobrevivência pode ser tão sim- 
ples quanto plaquear as células em um meio sólido e compa- 
rar o número de colônias (unidades formadoras de colônias) 
que crescem para células tratadas versus células não trata- 
das. A relação entre mortalidade e um agente ou condição 
que induz dano ao DNA (a curva de mortalidade) é determi- 
nada pela plotagem do percentual de células sobreviventes 


em cada dose do agente de dano ao DNA ao longo de uma 
faixa de doses. Um mutante de uma via necessária para re- 
parar um tipo específico de dano produzido pelo tratamento. 
apresentará um percentual menor de sobrevivência do que 
células selvagens ao longo da mesma faixa de tratamentos. 
Uma abordagem diferente é utilizada para medir os efeitos. 
dos agentes de dano ao DNA sobre a viabilidade de células 
de mamíferos. Neste caso, um corante fluorescente é utili- 
zado para distinguir células vivas de células mortas, O per- 
centual de sobrevivência celular como função do tratamento. 
com o agente de dano ao DNA é determinado pela contagem 
das células que foram ou não marcadas pelo corante, com o 
uso de um microscópio de fluorescência. 

Estudos quantitativos de agentes ou condições que 
danificam o DNA envolvem medidas de mutagênese, bem 
como de sobrevivência celular. Semelhantes ao teste de Ames 
(ver Quadro 10-2), os ensaios de mutagênese podem usar 
medidas de reversão de uma mutação específica por meio da 
habilidade de as células mutantes crescerem em um meio só- 
lido desprovido do produto do gene mutado ou do produto 
gerado por ele. Ensaios de mutagênese também podem envol- 
ver mutações diretas (de selvagem para mutante) em um gene 
específico e crescimento em um meio seletivo, permitindo que 
apenas células mutantes cresçam. Semelhantes aos ensaios de 
sobrevivência, os ensaios de mutagênese envolvem o trata- 
mento de células com várias doses de um agente que danifica 
o DNA. A frequência de mutagênese é determinada a partir do 
percentual de revertentes ou de mutantes diretos como uma 
função da dose do agente relativa à sobrevivência celular. 


é utilizada de maneira terapêutica para matar células em rápida proliferação 
no tratamento do câncer. Determinados fármacos anticancerígenos, como 
a bleomicina, também provocam quebras no DNA. A radiação ionizante e 
agentes como a bleomicina, que provocam quebras no DNA, são chamados 
clastogênicos (do grego, klastos, que significa “quebrado”). 


As mutações também são causadas por 
análogos de base e agentes intercalantes 


As mutações também são causadas por compostos que substituem as ba- 
ses normais (análogos de base) ou se inserem entre as bases (agentes 
intercalantes), provocando erros na replicação (Fig. 10-10). Os análogos 
de base são estruturalmente semelhantes às bases corretas, mas diferem em 
determinadas maneiras que os tornam prejudiciais às células. Portanto, os 
análogos de base são semelhantes o suficiente para serem absorvidos pelas 
células, convertidos em nucleosídeos trifosfatados e incorporados ao DNA 
durante a replicação. No entanto, devido às diferenças estruturais entre es- 
ses análogos e as bases corretas, os análogos realizam um pareamento de 
bases errôneo, levando a erros frequentes durante a replicação. Um dos 
análogos de base mais mutagênico é a 5-bromouracila, um análogo da ti- 
mina. A presença do substituinte bromo permite à base parear erroneamen- 
te com a guanina, por meio do tautômero enol (ver Fig. 10-10a). Como foi 
visto no Capítulo 4, o tautômero ceto é fortemente favorecido em relação 
ao tautômero enol, mas esta preferência é mais evidente para a timina do 


que para o análogo 5-bromouracila. 
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FIGURA 10-10 Análogos de base 
e agentes intercalantes que causam 
mutações no DNA. (a) O análogo de 
base da timina, 5-bromouraciia, pode 
parear erroneamente com a guanina. (b) 
Agentes intercalantes. 
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Como foi discutido para o etídeo no Capítulo 4, os agentes interca- 
Jantes são moléculas planas contendo vários anéis policíclicos que se ligam 
às bases purina ou pirimidina, igualmente planas, do DNA, assim como as 
bases se ligam ou se empilham umas às outras na dupla-hélice. Os agentes 
intercalantes, como a proflavina, a acridina e o etídeo, provocam a deleção ou 
a adição de um par de bases, ou de uns poucos pares de bases. Essas deleções 
ou adições podem causar profundas consequências na tradução do mRNA de 
um gene, devido ao deslocamento da sequência codificadora de sua fase de 
leitura apropriada, como será visto quando o código genético for considera- 
do, no Capítulo 16. 

Como os agentes intercalantes provocam pequenas inserções ou dele- 
ções? Uma possibilidade no caso de inserções é que, por deslizarem entre as 
bases na fita-molde, esses agentes mutagênicos façam a DNA-polimerase inse- 
rir um nucleotídeo extra oposto à posição da molécula intercalada. (Quando 
intercaladas, estas moléculas aproximadamente duplicam o espaço entre duas 
bases.) Ao contrário, no caso de deleções, a distorção do molde causada pela 
presença de uma molécula intercalada pode fazer a polimerase “pular” um 
nucleotídeo. 


REPARO E TOLERÂNCIA DE LESÕES NO DNA 


Como foi visto, as lesões no DNA podem apresentar duas consequências. Al- 
guns tipos de lesões, como os dímeros de timina ou quebras no esqueleto do 
DNA, criam impedimentos para a replicação e a transcrição. Outros tipos de 
lesões criam bases alteradas que não apresentam consequência estrutural ime- 
diata para a replicação, mas provocam malpareamentos; estes, por sua vez, 
resultam na alteração permanente da sequência de DNA após a replicação. 
Por exemplo, a conversão de citosina em uracila pela desaminação cria um 
malpareamento U:G, o qual, após um ciclo de replicação, torna-se uma mu- 
tação do tipo transição C:G para T:A em um cromossomo-filho. Essas consi- 
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TABELA 10-1 Sistemas de reparo e tolerância de danos ao DNA 
Tipo Lesão Enzima 


Reparo de malpareamentos Erros de replicação MutS, MutL e MutH em 
E. coli; MSH, MLH e PMS 
em seres humanos 


Fotorreativação Dimeros de pirimidinas DNA-fotoliase 
Reparo por excisão debase Base danificada DNA-glicosilase 
Reparo por excisão de Dimero de pirimidina; aduto UvrA, UvrB, UvrC e UvrD 
nucleotídeos volumoso na base em E. coli; XPC, XPA, 


XPD, ERCCI-XPF e XPG 
em seres humanos 


Reparo de quebras de Quebras de dupla-fita RecA e RecBCD em E. coli 
dupla-fita 
Síntese de DNA translesão  Dímero de pirimidina, DNNA-polimerases da família 


sítio apurínico ouaduto Y, como UmuC em E. coli 
volumoso na base 


derações explicam por que as células desenvolveram mecanismos elaborados 
para identificar e corrigir as lesões antes que elas provoquem o bloqueio da 
replicação ou causem uma mutação. As células não sobreviveriam por muito 
tempo sem tais mecanismos. 

Nesta seção, serão considerados os sistemas que reparam as lesões no DNA 
além do sistema de reparo de malpareamentos que corrige estes malpareamen- 
tos ocorridos durante a replicação (Tab. 10-1). No mais direto desses sistemas 
(que representa um reparo verdadeiro), uma enzima de reparo simplesmente 
reverte (desfaz) a lesão. Um sistema mais elaborado é o reparo por excisão, 
no qual o nucleotídeo danificado não é corrigido, mas sim removido do DNA. 
Nos sistemas de reparo por excisão, a outra fita, que não foi danificada, serve 
como molde para a reincorporação do nucleotídeo correto pela DNA-polime- 
rase. Como será visto, existem dois tipos de reparo por excisão, um que envol- 
ve a remoção apenas do nucleotídeo danificado e o outro, a remoção de um 
pequeno segmento de DNA de fita simples que contém a lesão. 

Ainda mais sofisticado é o reparo por recombinação, que é utilizado 
quando ambas as fitas estão danificadas, como acontece quando o DNA é 
quebrado. Nessa situação, uma fita não pode servir de molde para o reparo 
da outra. Por isso, no reparo por recombinação (conhecido como reparo de 
quebras na dupla-fita), a informação da sequência é extraída de uma se- 
gunda cópia, não danificada, do cromossomo. Finalmente, quando a progres- 
são de uma DNA-polimerase durante a replicação é bloqueada por bases dani- 
ficadas, uma polimerase especial translesão (polimerase translesão) copia 
sobre o sítio da lesão, independentemente do pareamento de bases entre a 
fita-molde e a fita de DNA recém-sintetizada. Esse mecanismo é um exemplo 
de tolerância ao dano no DNA, um sistema de último recurso, visto que a sín- 
tese pela translesão é fatalmente sujeita a erros (mutagênica). 


Reversão direta da lesão no DNA 


Um exemplo de reparo pela simples reversão da lesão é a fotorreativação. 
A fotorreativação reverte diretamente a formação dos dímeros de pirimidinas 
que resultam da irradiação ultravioleta. Na fotorreativação, a enzima DNA-fo- 
toliase captura a energia luminosa e a utiliza para quebrar as ligações covalen- 
tes que ligam as duas pirimidinas adjacentes (Fig. 10-11). Em outras palavras, 
as bases danificadas são corrigidas diretamente. 
Outro exemplo de reversão direta é a remoção do grupo metil da base 
-metilguanina metilada (ver anteriormente). Neste caso, uma metiltrans- 
ferase remove o grupo metil do resíduo de guanina transferindo-o para um 
de seus próprios resíduos de cisteína (Fig. 10-12). Isso é dispendioso para a 
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FIGURA 10-12 Remoção de grupo 
metil. A metiltransferase catalisa a transfe- 
rência do grupo meti! da O*-metilguanina 
para um resíduo de cisteina da enzima, 
restaurando a base G normal no DNA. 


a 


FIGURA 10-11 Fotorreativação. A irradiação UV provoca a formação de dimeros de 
timinas. Após a exposição à luz, a DNA-fotoliase quebra o anel formado entre os dímeros, 
restaurando os dois resíduos de timina. 


célula, porque a metiltransferase não é catalítica; após ter aceitado um grupo 
metil uma vez, ela não pode ser usada novamente. 


As enzimas de reparo por excisão de bases removem as 
bases danificadas por um mecanismo de deslocamento 


As bases danificadas do DNA são removidas, principalmente, por meio dos 
sistemas de reparo que removem e substituem as bases alteradas. Os dois prin- 
cipais sistemas são o reparo por excisão de base e o reparo por excisão 
de nucleotídeos. No reparo por excisão de bases, uma enzima chamada 
glicosilase reconhece e remove a base danificada pela hidrólise da ligação 
glicosídica (Fig. 10-13). O açúcar abásico resultante é removido do esqueleto 
de DNA em uma etapa posterior endonucleolítica. A clivagem endonucleolí- 
tica também remove açúcares apurínicos ou apirimidínicos que surgem pela 
hidrólise espontânea. Após a remoção completa do nucleotídeo danificado 
do esqueleto, uma DNA-polimerase de reparo e a DNA-ligase restabelecem 
uma fita intacta usando a fita não danificada como molde. 

As DNA-glicosilases são específicas para as lesões, e as células apresentam 
várias DNA-glicosilases com especificidades diferentes. Assim, uma glicosilase 
específica reconhece a uracila (produzida em consequência da desaminação 
da citosina), e outra é responsável pela remoção de oxoG (resultante da oxi- 
dação da guanina). Um total de 11 DNA-glicosilases diferentes foram identifi- 
cadas nas células humanas. 

A retirada de bases danificadas do genoma é um problema extraordi- 
nário, porque as bases estão localizadas na parte interna da hélice de DNA. 
Como a DNA-glicosilase detecta as bases danificadas ao verificar o genoma? 
As evidências indicam que essas enzimas se difundem lateralmente ao longo 
da fenda menor do DNA até que um tipo específico de lesão seja detectado. 
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FIGURA 10-13 Sistema de excisão de base: a reação da uracila glicosilase. A ura- 
cila glicosilase hidrolisa a ligação glicosídica, liberando a uracila do esqueleto de DNA e criando 
um sítio AP (um sítio apurínico ou, neste caso, apirimidínico). A endonuclease AP cliva o es- 
queleto de DNA na posição 5' do sítio AP. deixando uma 3'-OH; a exonuclease cliva na posição 
3'do sítio AR, deixando um 5'-fosfato. A lacuna resultante é fechada pela DNA Pol |. 


Mas como a enzima pode agir sobre a base se esta está embutida na hélice? 
A resposta para esta charada reside na incrível flexibilidade do DNA. Estudos 
cristalográficos de raios X revelaram que a base danificada é deslocada, de 
maneira que ela se projeta para fora da dupla-hélice, onde se encaixa especi- 
ficamente na fenda da glicosilase (Fig. 10-14). A dupla-hélice pode permitir o 
deslocamento da base com apenas uma pequena distorção em sua estrutura, 
portanto, o custo energético desse deslocamento de base não deve ser alto 
(ver Cap. 4 e Fig. 4-8). Apesar disso, é muito pouco provável que a glicosilase 
desloque cada base para identificar as anormalidades à medida que se difunde 
ao longo do DNA. Assim, o mecanismo pelo qual essas enzimas procuram as 
bases danificadas ainda é desconhecido. 


base normal 


AP endo civa aqui 
(produz 3'-OH para Pol |) 


FIGURA 10-14 Estrutura de um 
complexo DNA-glicosilase. A enzima 
está mostrada em cinza e o DNA, em li- 
lás. A base danificada, neste caso, oxoG 
(mostrada em vermelho), está deslocada 
da héice e dentro do centro catalitico da 
enzima. (Bruner S.D. et al. 2000. Nature 
403: 859-866.) Imagem preparada com 
MaiScript, BobScript e Raster 3D. 
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FIGURA 10-15 Reparo oxoG:A. A oxidação da guanina produz oxoG. A base modificada 
pode ser corrigida antes da replicação pela DNA-glicosilase, por meio do sistema de excisão de 
base. Se a replicação ocorrer antes de a oxoG ser removida, resultando na incorporação errônea 
de um A, então uma glicoslase à prova de falhas pode remover o A, permitindo que este seja 
substituído por um C. Isso fornece uma segunda oportunidade para que a DNA-giicosilase 
remova a base modificada. 


E se a base danificada não for removida pela excisão de bases antes da 
replicação do DNA? Isso significa inevitavelmente que a lesão provocará uma 
mutação? No caso de oxoG, que apresenta a tendência em parear erronea- 
mente com A, existe um sistema à prova de falhas (Fig. 10-15). Uma glicosi- 
lase específica reconhece os pares de bases 0xoG:A gerados pela incorporação 
errônea de A em oposição a oxoG na fita-molde. Neste caso, entretanto, à 
glicosilase remove o resíduo A. Assim, a enzima de reparo reconhece um A 
em oposição a um oxoG como uma mutação e remove a base não danificada, 
porém, incorreta. 

Outro exemplo de sistema à prova de falhas é uma glicosilase que remo- 
ve T em oposição a G. O malpareamento T:G pode surgir, como já foi visto, 
pela desaminação espontânea da S-metileitosina, que ocorre frequentemente 
no DNA dos vertebrados. Como a célula pode reconhecer qual é a base in- 
correta, se T e G são bases normais? O sistema de glicosilase, por assim dizer, 
supõe que o resíduo T em um malpareamento T:G surgiu da desaminação de 
S-metilcitosina e o remove seletivamente, de maneira que possa ser substi- 
tuído por um C. 


As enzimas de reparo por excisão de nucleotídeos 
clivam o DNA danificado em ambos os lados da lesão 


Ao contrário do reparo por excisão de bases, as enzimas de reparo por exci- 
são de nucleotídeos não reconhecem uma lesão em particular. Em vez disso, 
esse sistema utiliza o reconhecimento de distorções na dupla-hélice, como as 
distorções causadas por um dímero de timinas ou pela presença de um aduto 
químico volumoso sobre uma base. Essas distorções desencadeiam uma série 
de eventos que levam à remoção do pequeno segmento de fita simples que 
inclui a lesão. Essa remoção origina uma lacuna de fita simples no DNA, que é 
preenchida pela DNA-polimerase, utilizando a fita não danificada como mol- 
de, restaurando, desta forma, a sequência nucleotídica original. 

O reparo por excisão de nucleotídeos na E. coli é realizado basicamente por 
quatro proteínas: UvrA, UvtB, UvrC e UvrD (Fig. 10-16). Um complexo de duas 
moléculas de UvrA e duas moléculas de UvrB verifica o DNA; as duas moléculas 
de UvrA são responsáveis pela detecção de distorções na hélice. Após encontrar 
uma distorção, UvrA sai do complexo e UvrB separa o DNA, criando uma bolha 
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FIGURA 10-16 Via de reparo por excisão de nucleotídeo. (a) A hidrólise de ATP pro- 
move a formação de dimero por UvrA, que forma um complexo com um dimero de UvrB. UvrA 
e UvrB percorrem o DNA para identificar uma distorção. (b) UvrA deixa o complexo, e o dimero- 
de UvrB separa as fitas de DNA ao redor da distorção. (c) UvrC forma um complexo com UvrB 
e promove clivagens nos lados 5º e 3' da lesão. (d) A DNA-helicase UvrD libera o fragmento 
de fita simples do dúplex, e a DNA Pol I e a ligase reparam e fecham a lacuna. (Adaptada, com 
permissão, de Zou Y. e Van Houten B. 1999. EMBO J. 18: 4898, Fig. 7. © Macmillan.) 


de fita simples ao redor da lesão. A seguir, o dimero UvrB recruta UvrC, e UvrC 
cria duas incisões: uma localizada a quatro ou cinco nucleotídeos da lesão, na 
extremidade 3', e outra, a oito nucleotídeos, na extremidade 5”. Essas clivagens 
criam uma fita de DNA com 12 a 13 resíduos de comprimento que contém a 
lesão, Essa fita contendo a lesão é removida do resto do DNA pela ação da DNA- 
-helicase UvrD, resultando em uma lacuna de 12 a 13 nucleotídeos. Finalmen- 
te, a DNA Pol I e a DNA-ligase preenchem a lacuna resultante. 

O princípio do reparo por excisão de nucleotídeos em células de orga- 
nismos superiores é muito parecido com o de E. coli, mas a maquinaria para 
a detecção, excisão e reparo da lesão é mais complicada, envolvendo 25 ou 
mais polipeptídeos. Entre estes está o XPC, que é responsável pela detecção de 
distorções na hélice, uma função correspondente à da UvrA em E. coli. Como 
na E. coli, o DNA é aberto formando uma bolha ao redor da lesão. A formação 
dessa bolha envolve as atividades de helicase das proteínas XPA e XPD (equi- 
valentes à UvrB em E. coli) e da proteína de ligação à fita simples RPA. A bolha 
cria sítios de clivagem na extremidade 5' da lesão para a nuclease conhecida 
como ERCC1-XPF e na extremidade 3' da lesão para a nuclease XPG (repre- 
sentando a função de UvrC). Nas células superiores, o segmento de DNA de 
fita simples resultante tem de 24 a 32 nucleotídeos. Da mesma maneira que 
nas bactérias, o segmento de DNA é liberado, deixando uma lacuna que é 
preenchida pela ação da DNA-polimerase e ligase. 

Como indicado por seus nomes, as proteínas UVR são necessárias para cor- 
rigir as lesões provocadas pela luz ultravioleta; os mutantes dos genes uvr são 
sensíveis à luz ultravioleta e não são capazes de remover adutos timina-timina 
e timina-citosina. Na verdade, essas proteínas reconhecem e corrigem muitos 
tipos de adutos volumosos. O reparo por excisão de nucleotídeos é importan- 
te também para os seres humanos. Os seres humanos podem apresentar uma 
doença genética chamada de xeroderma pigmentosa, na qual os indivíduos 
afetados são altamente sensíveis à luz solar, resultando em lesões na pele, in- 
cluindo câncer de pele (ver Quadro 10-4, Conectando o reparo por excisão de 
nucleotídeo e a síntese translesão a uma doença genética em seres humanos). 

O reparo por excisão de nucleotídeos não apenas é capaz de corrigir le- 
sões por todo o genoma, mas também pode resgatar uma RNA-polimerase 
cuja progressão tenha sido suspensa pela presença de uma lesão na fita trans- 
crita (molde) de um gene. Este fenômeno, conhecido como reparo acoplado 
à transcrição, envolve o recrutamento de proteínas de reparo por excisão de 
nucleotídeos para a RNA-polimerase que se encontra bloqueada (Fig. 10-17). 
A importância do reparo acoplado à transcrição é que ele concentra enzimas 
de reparo sobre o DNA (genes) que está sendo ativamente transcrito. De fato, 
a RNA-polimerase atua como outra proteína capaz de identificar lesões na cé- 
lula. O componente central do reparo acoplado à transcrição, nos eucariotos, 
é o fator geral de transcrição TFIIH. Como será visto no Capítulo 13, TFIIH de- 
senrola o DNA-molde durante a iniciação da transcrição. As subunidades de 
TFIIH incluem as proteínas de abertura da hélice de DNA XPA e XPD, discu- 
tidas anteriormente. Assim, TFIIH é responsável por duas funções separadas: 
suas helicases separadoras de fitas desnaturam o DNA em torno de uma lesão 
durante o reparo por excisão de nucleotídeo (incluindo o reparo acoplado à 
transcrição) e também ajudam a abrir o molde de DNA durante o processo 
de transcrição gênica. Sistemas que acoplam o reparo à transcrição também 
estão presentes nos procariotos. 


DNA-polimerase, 
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Quadro 10-4 Conectando o reparo por excisão de nucleotídeo e a síntese translesão a uma doença genética em 


seres humanos 


mica-recessiva na qual os indivíduos afetados 
sensíveis à luz solar, resultando em lesões na pele, incluindo 
câncer de pele. Foram identificados sete genes em que as mu- 
tações originam a XP. Esses genes correspondem a proteinas. 
(como XPA, XPC, XPD, XPF e XPG; ver texto) do sistema hu- 

nucleotídeos (NER, nucleotide 


O gene que codifica a Pol n é chamado, às vezes, de XPV. In- 
divíduos com XP apresentam uma forma mais branda de XP. 


O que acontece em nível celular, nos indivíduos com XP? 
NER 


os dímeros de timina. Após a exposição à luz solar, a quan- 
tidade de dano ao DNA aumenta nas células dos individuos 
com XP, causando aumento na mutagênese e na morte celu- 
lar. Células que possuem uma Pol n mutante não conseguem 

dímeros de timina durante a replicação e preci- 
sam utilizar outra polimerase translesão para isso, evitando 
um bloqueio da replicação. Como a Pol y (mas não outras 
polimerases translesão) insere As corretamente em frente a 
um dímero de timina, o uso de outras polimerases translesão 
pode aumentar a frequência de mutagênese. 


A recombinação corrige quebras no DNA recuperando a 


informação da sequência a partir de um DNA não danificado 


O reparo por excisão utiliza a fita de DNA não danificada como molde para 
substituir um segmento de DNA danificado na outra fita. Como as células re- 
param as quebras de dupla-fita no DNA quando ambas as fitas do dúplex es- 
tão quebradas? Isso é feito por vias de reparo de quebra de dupla-fita (DSB, 


FIGURA 10-17 Reparo de DNA 
acoplado à transcrição. (Parte superior) 
A RNA-polimerase transcreve o DNA, nor- 
malmente a montante da lesão. (Parte cen- 
tral) Após encontrar uma lesão no DNA, a 
RNA-polimerase é bloqueada e a transcri- 
ção é interrompida. (Parte inferior) A RNA- 
-polimerase recruta as proteínas do reparo 
por excisão de nucleotídeo para o sítio da 
lesão e, então, ela retrocede ou disassocia- 


-se do DNA para permitir que as proteinas 5 
de reparo acessem a lesão. (Adaptada, z 


com permissão, de Zou Y. e Van Houten B. 
1999. EMBO J. 18: 4898, Fig. 7. © Mac- 
milan) 
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double-strand break). Uma via com base em recombinação retira informações de 
sequência do cromossomo homólogo. Devido ao seu papel central na recom- 
binação homóloga geral e no reparo, o sistema de reparo de DSB é um tópico 
importante por si só e será estudado de maneira detalhada no Capítulo 11. 

A recombinação do DNA também ajuda a corrigir erros na replicação 
do DNA. Considere uma forquilha de replicação que encontra uma lesão no 
DNA (como um dimero de timinas) que não tenha sido corrigida pelo reparo 
por excisão de nucleotídeos. A DNA-polimerase fará, por vezes, uma pausa, 
na tentativa de replicar sobre a lesão. Embora a fita-molde não possa ser uti- 
lizada, a informação da sequência pode ser obtida da outra molécula-filha da 
forquilha de replicação por recombinação (ver Cap. 11). Após a conclusão 
deste reparo por recombinação, a via de excisão de nucleotídeos terá uma 
nova oportunidade para reparar o dimero de timina. De fato, sabe-se que os 
mutantes defectivos em recombinação são sensíveis à luz ultravioleta. Consi- 
dere, também, uma situação em que a forquilha de replicação encontra uma 
quebra no molde de DNA, A passagem da forquilha sobre a quebra produzi- 
rá um DNA quebrado, cujo reparo poderá ser realizado apenas pelo sistema 
de reparo de quebras de dupla-fita. Embora geralmente a recombinação seja 
considerada uma estratégia evolutiva para explorar novas combinações de 
sequências, é possível que sua função original tenha sido a de reparar danos 
no DNA. 


As DSBs no DNA também são reparadas por 
ligação direta de extremidades quebradas 


Uma DSB é o tipo mais citotóxico de todos os danos ao DNA. Se não for corri- 
gida, uma quebra no DNA pode ter múltiplas consequências deletérias, como 
o bloqueio da replicação e a perda cromossômica, que resultam em morte 
celular ou transformação neoplásica. As células normalmente possuem múlti- 
plas vias sobrepostas para lidar com o dano ao DNA. Não deveria surpreender, 
portanto, que as células não dependem apenas da recombinação para corrigir 
DSBs. Como foi visto, e como será considerado de maneira mais detalhada no 
Capítulo 11, a via de reparo de DSB com base em recombinação depende das 
informações de sequência de DNA de um cromossomo homólogo para repa- 
rar moléculas de DNA quebradas. Essa é uma estratégia efetiva porque o cro- 
mossomo homólogo fornece um molde para o restabelecimento preciso da 
sequência original ao longo do sítio da quebra. Em células de levedura, o re- 
paro de DSB com base em recombinação é a principal via pela qual as quebras 
são corrigidas. Mas o que acontece quando um cromossomo é quebrado no 
início do ciclo celular, antes que a replicação do DNA tenha produzido o seu 
homólogo? Se um cromossomo ainda não replicado sofrer uma quebra, então 
nenhum cromossomo homólogo estará presente para servir como molde na 
via de reparo de DSB com base em recombinação. Sob essas condições, entra 
em ação um sistema de reparo de DSB alternativo, conhecido como junção 
de extremidades não homólogas, ou NHEJ (do inglês, non-homologous 
end joining). O NHEJ é um sistema de backup, ou resgate, em leveduras, mas 
em organismos mais complexos, ele é a principal via pela qual as quebras são 
reparadas (ver Quadro 10-5, Junção de extremidades não homólogas). 

A maquinaria para realização da NHEJ protege e processa as extremidades 
quebradas e, então, une-as, como será explicado a seguir. Como a informação 
da sequência é perdida nas extremidades quebradas, a sequência original ao 
longo da quebra não é fielmente restabelecida durante a NHEJ; assim, a NHEJ 
é mutagênica. Obviamente, as consequências mutagênicas da junção de ex- 
tremidades do DNA mediada por NHEJ são muito menos perigosas para a 
célula do que as consequências de deixar o DNA quebrado sem reparo! 

Qual é o mecanismo que une as extremidades do DNA na NHEJ? Como 
seu nome sugere, a NHEJ não envolve recombinação homóloga. Em vez disso, 
as duas extremidades do DNA quebrado são diretamente unidas por meio de 
alinhamentos desiguais entre as fitas simples presentes nas extremidades que- 
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Quadro 10-5 Junção de extremidades não homólogas 


A NHEI pode reparar DSBs que surgem pela exposição a 
agentes exógenos, como a radiação ionizante, e de insultos 
intrínsecos da célula, como falhas na replicação do DNA. 
Extraordinariamente, a NHEJ também é usada no processo 
celular intrínseco e totalmente normal de imunidade adap- 
tativa, O sistema imunológico produz um conjunto extrema- 
mente diverso de moléculas de anticorpos, que são compos- 
tas pelas chamadas cadeias polipeptídicas leves e pesadas. 
As cadeias leves e pesadas são geradas por um processo de 
recombinação que envolve a junção, em um número im- 
pressionante de combinações, de um grande repertório de 
elementos de DNA codificadores de proteinas, conhecidos 
como segmentos V e J (e, no caso da cadeia pesada do an- 
ticorpo, ida Como será discutido no Capítulo 
12, este processo é conhecido como recombinação V(D)J. 
A recombinação V(D)J é iniciada pela introdução de que- 
bras no DNA, por um processo que é específico de linfóci- 
tos e envolve uma enzima composta pelas proteinas RAGI 


e RAG2. Assim que as quebras são geradas, a via NHEJ, que 
não é específica de linfócitos, une as extremidades, Neste 
caso, entretanto, as extremidades dos segmentos codifica- 
dores de proteinas não são unidos novamente a seus par- 
ceiros originais. Em vez disso, as extremidades são unidas 
a novos parceiros para criar as sequências codificadoras 
compostas para as cadeias pesada e leve. A NHEJ também 
participa de um segundo exemplo de recombinação V(D)J 
que rege a produção de uma categoria adicional de poli- 
peptídeos imunológicos chamados receptores de células T, 
como será discutido no Capítulo 12. 

Ressaltando a importância da NHEJ na biologia humana 
estão síndromes hereditárias raras caracterizadas pela hiper- 
sensibilidade à radiação ionizante e a agentes que danificam 
o DNA e por imunodeficiência, que é atribuída à recombina- 
ção V(D)J defeituosa, É revelador que pacientes com esta sin- 
drome abriguem mutações nos genes para Artemis, Ugase IV 
ou Cernunnos-XLF, membros da via NI 


bradas. Acredita-se que esse alinhamento não exato ocorra pelo pareamento 
entre diminutos segmentos (de até 1 pb) de bases complementares (micro- 
-homologias aleatórias bem-sucedidas). Nucleases removem caudas de DNA 
fita simples, e a DNA-polimerase preenche as lacunas. 

Um grande número de proteínas que medeiam a NHEJ tem sido identifi- 
cado. Até o momento, sete componentes da via NHEJ foram descobertos em 
células de mamíferos. Estas proteínas, que possuem nomes formidavelmen- 
te sonoros, são Ku70, KuB0, DNA-PKcs, Artemis, XRCC4, Cernunnos-XLF e 
DNA-ligase IV (Fig. 10-18). Ku70 e Ku80 são os componentes mais funda- 
mentais da NHEJ. Elas constituem um heterodímero que se liga às extremida- 
des do DNA e recruta DNA-PKcs, que é uma proteina quinase. A DNA-PKcs, 
por sua vez, forma um complexo com Artemis. Artemis é tanto uma exonu- 
clease 5'-3' como uma endonuclease latente, ativada pela fosforilação por 
DNA-PKcs. Essas atividades nucleolíticas processam as extremidades quebra- 
das e preparam-nas para a ligação. A Ligase IV realiza a ligação em um com- 
plexo com XRCC4 e Cernunnos-XLF. 

A NHEJ é comum em organismos eucarióticos, mas ocorre também em 
bactérias, apesar de ser menos frequente. Ainda assim, um exemplo espe- 
cializado fascinante foi descoberto em esporos da bactéria Bacillus subtilis. 
B. subtilis produz uma proteína semelhante a Ku e uma DNA-ligase quando 
esporula e empacota as proteínas no esporo maduro. A Ku e a DNA-ligase, 
representando um sistema de NHEJ simples, com duas proteínas, reparam 
as quebras de DNA quando o esporo germina. Esporos mutantes desprovi- 
dos dessas proteínas são altamente suscetíveis ao calor seco, condição que 
causa quebras no DNA. Após a germinação, esporos mutantes aquecidos não 
conseguem continuar a crescer porque são incapazes de reparar as quebras 
induzidas pelo calor. 

Faz sentido que os esporos germinantes dependam da NHEJ, em vez de 
contar com a via de reparo de DSB com base em recombinação, para corrigir 
quebras. Esporos possuem apenas um cromossomo. Portanto, eles não podem 
depender de um cromossomo homólogo para usar como molde no reparo 
da quebra. É interessante notar que o cromossomo do esporo é fortemente 
enrolado em uma estrutura em formato de rosquinha que pode manter as 
extremidades das quebras do DNA muito próximas umas das outras. Essa pro- 
ximidade poderia facilitar a união correta das extremidades, mesmo se o cro- 
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mossomo tivesse sofrido múltiplas quebras. Esporos de B. subtilis e bactérias 
relacionadas conseguem sobreviver a ambientes extremos de maneira muito 
mais efetiva do que qualquer outro tipo de célula latente. A NHEJ é parte da 
base dessa extraordinária robustez. 


A síntese de DNA translesão permite que a 
replicação prossiga pela lesão do DNA 


Em muitos exemplos discutidos até este momento, a lesão no DNA era cor- 
rigida pela excisão, seguida pela ressíntese, utilizando um molde que não 
foi danificado. No entanto, esses sistemas não operam com completa efi- 
ciência e, às vezes, uma polimerase que está replicando encontra uma lesão, 
como um dímero de pirimidina ou um sítio apurínico que não foi corrigido. 
Como essas lesões são obstáculos para a progressão da DNA-polimerase, a 
maquinaria de replicação tentar copiar sobre a lesão ou é forçada a parar a 
replicação. Mesmo que as células não consigam reparar essas lesões, existe 
um mecanismo livre de falhas que permite que a maquinaria de replicação 
desvie desses sítios de lesão ou tolere o dano ao DNA. Um mecanismo de 
tolerância de dano ao DNA é a síntese translesão. Embora esse mecanis- 
mo seja, como será visto, altamente sujeito a erros e, portanto, capaz de 
introduzir mutações, a síntese translesão poupa a célula de um destino pior, 
causado por um cromossomo replicado incompletamente. Uma característi- 
ca essencial da tolerância ao dano no DNA é que a lesão no DNA permanece 
no genoma. As vias de reparo do DNA podem, subsequentemente, corrigir 
a lesão (Fig. 10-19). 
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FIGURA 10-18 Via de NHEJ em 
mamíferos. Um heterodimero de Ku70 
e KuB0 liga-se às extremidades quebradas 
do DNA e recruta a proteina quinase DNA- 
-PKcs. A DNA-PKcs, por sua vez, recruta 
Artemis, uma enzima com atividades de 
exonuclease e endonuclease, que proces- 
sa as extremidades quebradas. Por fim, 
um complexo de Ligase IV com XRCC4 e 
Cernunnos-XLF une as extremidades que- 
bradas uma com a outra. (Adaptada, com 
permissão, de Sekiguchi J.M, e Ferguson 
D.O. 2006. Cell 124: 260-262. © Elsevier) 
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FIGURA 10-19 Defesas celula- 
res contra o dano no DNA. As células 
utilizam as vias de reparo do DNA para 
restaurar o DNA a seu estado não danifi- 
cado, Se o dano ao DNA estiver presente 
quando o genoma estiver sendo replica- 
do, a célula deverá usar a tolerância ao 
dano no DNA para evitar um bloqueio 
na replicação e uma quebra de dupla-ita 
potencialmente letal. A síntese translesão 
replica ao longo da lesão de DNA, mas a 
lesão permanece no genoma até que uma 
via de reparo de DNA possa subsequente- 
mente corrigir o dano. 


FIGURA 10-20 Sintese de DNA 
translesão. Após encontrar uma lesão no 
molde durante a replicação, a DNA Pol III 
e seu grampo deslizante desassociam-se 
do DNA e são substituídos pela DNA- 
-polimerase translesão, que continua a 
síntese do DNA sobre o dimero de timinas 
na fita-molde (parte superior). A polime- 
rase translesão é, então, substituída pela 
DNA Pol Ill. (Adaptada, com permissão, 
de Woodgate R. 1999. Genes Dev 13: 
2191-2195, Fig. 1. © Cold Spring Harbor 
Laboratory Press.) 
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A síntese translesão é catalisada por uma classe especializada de DNA-poli- 
merases que sintetizam DNA diretamente através do sítio de dano (Fig. 10-20). 
Em E. coli, a DNA Pol IV (DinB) ou a DNA Pol V (um complexo das proteinas 
UmuC e UmuD) realiza a síntese translesão. DinB e UmuC pertencem a uma 
família distinta de DNA-polimerases encontradas em diversos organismos é 
conhecidas como DNA-polimerases da família Y (Fig. 10-21; ver Quadro 10-6, 
DNA-polimerases da família Y). Existem cinco polimerases translesão conheci- 
das em seres humanos, e quatro delas pertencem à família Y. 

Uma característica importante dessas polimerases é que, embora elas de- 
pendam de um molde, elas podem incorporar nucleotídeos independente- 
mente do pareamento de bases. Isso explica como as enzimas podem sinteti- 
zar DNA sobre a lesão da fita-molde. Porém, como a enzima não está “lendo” 
a informação a partir do molde, a síntese translesão é muitas vezes altamente 
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FIGURA 10-21 Estrutura de cristal de uma polimerase translesão. As estruturas 
aqui mostradas representam dois tipos diferentes de DNA-polimerases. A estrutura à esquerda 
é uma polimerase da família Y (ultrapassa a lesão); a estrutura à direita é uma DNA-polimerase 


típica do bacteriófago T7. Observa-se a estrutura mais aberta em torno do sítio ativo na es- 
trutura da polimerase Y e a ausência da região proteica que fecha o canal (indicada pela seta 
amarela), Os nucleotídeos que estão entrando são representados em vermelho e os nucleoti- 
deos do molde, em roxo. (Y polimerase, Ling H. et al. 2001. Cell 107: 91. Código PDB: 11X4. T7 
polimerase, Doublié S. et al. 1998. Nature 391: 251. Código PDB: 1T7P) Imagens preparadas 
com MolScript, BobScript e Raster 3D. 


sujeita a erros. Considere o caso de um sítio apurínico ou apirimidínico, no 
qual a lesão não contém informação específica sobre a base. A polimerase 
translesão sintetiza sobre a lesão, inserindo nucleotídeos de uma maneira 
que não é dirigida pelo pareamento de bases. Entretanto, a incorporação do 
nucleotídeo pode não ser aleatória — algumas polimerases translesão incor- 
poram nucleotídeos específicos. Por exemplo, um membro da família Y de 
polimerases translesão (DNA Pol n), presente nos humanos, insere correta- 
mente dois resíduos A em oposição a um dímero de timinas. Estudos estrutu- 
rais mostram que o sítio ativo da DNA Pol ņ acomoda melhor um dímero de 
timina do que o sítio ativo de outra DNA-polimerase translesão (DNA Pol x) 
(Fig. 10-22). 

Devido à sua alta taxa de erro, a síntese translesão (como a NHEJ) pode 
ser considerada um sistema de último recurso. Ela possibilita que a célula 
resista a um catastrófico bloqueio à replicação, mas a consequência é um alto 
nível de mutagênese, Mutagênese é o processo pelo qual mutações são in- 
troduzidas e permanecem no genoma. Por esse motivo, as DNA-polimerases 
translesão devem ser fortemente reguladas. Em E. coli, a polimerase translesão 
não está presente em circunstâncias normais. Em vez disso, sua síntese é in- 
duzida apenas em resposta a lesões no DNA. Assim, os genes que codificam as 
polimerases translesão são expressos como parte de uma via conhecida como 
resposta SOS, O dano leva à destruição proteolítica de um repressor trans- 
cricional (o repressor LexA) que controla a expressão dos genes envolvidos 
na resposta SOS, incluindo os genes para DinB, UmuC e UmuD, o precursor 
inativo da UmuD”. É interessante ressaltar que o mesmo sistema também é 
responsável pela conversão proteolítica de UmuD em UmuD”. Tanto a cliva- 
gem de LexA quanto a de UmuD são estimuladas por uma proteína chamada 
RecA, a qual é ativada por DNA de fita simples, resultante de lesões no DNA. 
A RecA é uma proteína com dupla função, que também está envolvida na 
recombinação do DNA, como será visto no Capítulo 11. 

A seguir, será abordada a questão de como uma polimerase translesão 
ganha acesso à maquinaria de replicação bloqueada no sítio de dano ao DNA. 
Em células de mamíferos, a entrada na via de síntese translesão é desenca- 
deada por uma modificação química do grampo deslizante. Como foi visto 
no Capítulo 9, o grampo deslizante, conhecido como PCNA em eucariotos, 
ancora a polimerase replicativa ao molde de DNA. A modificação química 
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As DNA-polimerases podem ser agrupadas em famílias, mos- 
tradas em várias cores na Figura 1 deste quadro, com base 
nas similaridades entre as suas sequências de aminoácidos. 
Recentemente, descobriu-se que UmuC e algumas outras 


DNA-polimerases translesão são membros fundadores de 
uma família grande e distinta de DNA-polimerases, conhecida 
como família Y, encontrada nos três domínios da vida: bac- 


térias, Archaea e eucariotos. Membros da família Y de DNA- 
-polimerases realizam, caracteristicamente, a síntese de DNA 
com baixa fidelidade em moldes de DNA não danificados, 
mas possuem a capacidade de ultrapassar lesões de DNA que 
bloqueiam a replicação por membros de outras famílias de 
DNA-polimerases. No Quadro 10-6, a Figura 1 mostra a árvore 
filogenética das DNA-polimerases translesão da família Y. 


QUADRO 10-6 FIGURA 1 Árvore filogenéti- 
ca das DNA-polimerases da família Y. (Adaptada 
com permissão, de Ohmori H. et al. 2001. Mol, Cell 
8:7, Fig. 1. O Elsevier) 


é a ligação covalente do grampo deslizante a um peptídeo conhecido como 
ubiquitina em um processo chamado ubiquitinação. A ubiquitinação é am- 
plamente utilizada em células eucarióticas para marcar proteínas para vários 
processos, como a degradação. Seu uso no desencadeamento da síntese trans- 
lesão agrega à crescente lista de processos celulares regidos pela marcação de 
proteínas com a ubiquitina. Uma vez ubiquitinado, o grampo deslizante re- 
cruta uma polimerase translesão, que contém domínios que reconhecem e se 
ligam à ubiquitina. A polimerase translesão, por sua vez, desloca, de alguma 
maneira, a polimerase replicativa da extremidade 3' da cadeia crescente e a 
estende por sobre o sítio do dano (Fig. 10-23a). A ubiquitinação do grampo 
deslizante é, portanto, um sinal de perigo que recruta uma polimerase trans- 
lesão para resgatar uma maquinaria de replicação que está bloqueada em um 
sítio de DNA danificado. Além de um mecanismo de troca de polimerase, 
dados indicam que a síntese translesão também utiliza um mecanismo de 
preenchimento de lacuna. Após a replicação, uma lacuna resulta do pulo da 
DNA-polimerase replicativa sobre a lesão do DNA e a continuação da replica- 
ção depende de eventos de reiniciação ou pelo início de um novo fragmento 
de Okazaki (Fig. 10-23b). 
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FIGURA 10-22 As polimerases 
translesão favorecem determinados 
tipos de dano. (À esquerda) Um dimero 
de timina acomoda-se bem no sítio ativo 
da DNA Pol n, permitindo que a polime- 
rase insira corretamente dois As em frente 
ao dimero. (À direita) Imagem sobreposta 
de como um dimero de timina não cabe 
no sitio ativo de outra DNA-polimerase 
translesão (DNA Pol x), que é mais ade- 
quada para reparar outros tipos de lesão 
do DNA. (Reproduzida de Silverstein TD. 
et al. 2010. Nature 465: 1039-1043, 
Fig. 4b, p. 1042. © Macmillan.) 
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FIGURA 10-23 Modelos alternativos para a síntese translesão. Dois modelos expli- 
cam o mecanismo da sintese transiesão, cada um deles com probabilidade de ser verdadeiro 
sob determinadas circunstâncias. (a) No modelo de troca de polimerase, a DNA-polimerase 
replicativa processiva sintetiza DNA até encontrar uma lesão na molécula. A DNA-polimerase 
para e é deslocada por uma ou mais polimerases de sintese de translesão, que surgem para 
replicar através, e logo depois, da lesão. Apôs esse desvio da replicação, a polimerase replicativa 
volta para desiocar a polimerase translesão e continuar o processo de replicação. (b) No mo- 
deio de preenchimento de lacuna, a DNA-polimerase replicativa processiva sintetiza DNA até 
encontrar uma lesão na molécula. Em vez de parar na lesão do DNA, a polimerase pula à frente, 
continuando a síntese de DNA a jusante do DNA danificado e deixando uma lacuna para trás. 
Subsequentemente, uma ou mais polimerases de síntese iransiesão sintetizam através da lesão 
para preencher a lacuna. (Adaptada de Waters L.S. et al. 2009. Microbiol. Mol. Bial. Rev. 73: 
134-154, Fig. 4, p. 146.) 
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Finalmente, a síntese translesão apresenta várias questões fascinantes, 
mas que ainda não foram respondidas. Como exatamente a enzima trans- 
lesão substitui a polimerase replicativa normal no complexo de replicação 
do DNA? Uma vez que a síntese do DNA sobre a lesão tenha ocorrido, como 
a polimerase replicativa normal retorna e substitui a enzima translesão na 
forquilha de replicação? Uma vez que as polimerases translesão apresentam 
baixa processividade, é possível que elas simplesmente se dissociem do molde 
logo após terem copiado sobre a lesão. Entretanto, essa explicação ainda não 
responde a questão de como a enzima processiva normal é capaz de reassumir 
sua posição na maquinaria de replicação. 


RESUMO 


Os organismos podem sobreviver apenas se o seu DNA for re- 
plicado precisamente e se for protegido de lesões químicas e 
físicas que possam alterar suas propriedades codificadoras. Os 
limites para a replicação precisa e para o reparo das lesões são 
revelados pela taxa de mutação natural. Assim, um nucleoti- 
deo tem probabilidade de ser trocado por um erro, em média, 
apenas cerca de uma a cada 10° vezes em que é replicado, em- 
bora as taxas de erro para bases individuais possam variar em 
uma faixa de 10.000 vezes. Muito da precisão da replicação é 
inerente à maneira pela qual a DNA-polimerase copia um mol- 
de, A seleção inicial da base correta é dirigida pelo pareamento 
por complementaridade. A precisão é elevada pela atividade 
de revisão de leitura da DNA-polimerase. Finalmente, no repa- 
ro de malpareamentos, a fita de DNA recém-sintetizada é veri- 
ficada por uma enzima que realiza a substituição do DNA que 
contém pares de bases incorretamente pareados, Apesar desses 
mecanismos protetores, erros de todos os tipos ocorrem: subs- 
tituições de bases, adições e deleções pequenas e grandes, e 
rearranjos grosseiros das sequências de DNA. 

As células apresentam um grande repertório de enzimas 
destinadas a corrigir o DNA danificado que, se não for corri- 
gido, pode ser letal ou alterar o DNA, produzindo mutações 
prejudiciais. Algumas enzimas revertem diretamente o DNA 
danificado, como as fotolíases, que revertem a formação de 
dímeros de pirimidinas. Uma estratégia mais versátil é o repa- 
ro por excisão, no qual um segmento danificado é removido 
e substituído por meio de nova síntese de DNA, para qual a 
fita não danificada atua como molde. No reparo por excisão 


nas o nucleotídeo danificado, enquanto no reparo por excisão 
de nucleotídeo, um pequeno trecho de DNA de fita simples 
contendo a lesão é removido. Em E. coli, o reparo por excisão 
é iniciado pela endonuclease UvrABC, que cria uma bolha so- 
bre o sítio do dano e corta um segmento de 12 nucleotídeos 
da fita de DNA que inclui a lesão. As células superiores reali- 
zam o reparo por excisão de nucleotídeos de maneira similar, 
mas um número muito maior de proteínas é envolvido, e o 
segmento de DNA de fita simples removido tem de 24 a 32 
nucleotídeos. 

O tipo de dano mais perigoso é uma quebra do DNA. O re- 
paro de DSB por recombinação é uma via que corrige quebras 
onde a sequência ao longo da quebra é copiada de um dúplex 
diferente, porém, homólogo. Se não houver nenhum molde 
para a síntese de reparo disponível, as quebras no DNA são 
corrigidas por NHEJ, que une as extremidades, mas de maneira 
sujeita a erro. Se a célula precisar replicar DNA danificado, a 
síntese translesão permite que a célula tolere a lesão. À síntese 
translesão possibilita que a replicação prossiga sobre uma lesão 
que esteja bloqueando a progressão de uma DNA-polimerase 
em processo de replicação. À síntese translesão é predomi- 
nantemente mediada por uma família distinta e amplamente 
difundida de DNA-polimerases, que são capazes de realizar a 
síntese de DNA de uma maneira sujeita a erros e independente 
do pareamento de bases. 

A mutagênese e seu reparo são questões preocupantes, 
porque afetam permanentemente os genes herdados pelos 
organismos e porque o câncer é frequentemente causado por 


de base, as DNA-glicosilases e as endonucleases removem ape- mutações nas células somáticas. 
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QUESTÕES 
Para respostas de questões de nümero par, ver Apêndice 2: Respostas, 


Questão 1. A DNA-polimerase insere erroneamente um C 
em frente a um T durante a replicação. Assumindo que as ati- 
vidades de revisão de leitura e de reparo de malpareamento 
não corrigem o erro, a mutação resultante após o próximo ci- 
clo de replicação será uma transição ou uma transversão? Ex- 
plique sua resposta. 


Questão 2. Explique por que a desaminação da -metilci- 
tosina leva a hot spots para mutações espontâneas com mais 
frequência do que a desaminação da citosina no DNA, 


Questão 3. Considerando a estrutura da base danificada a se- 
guir, circule a(s) modificação(ões) presente(s) em relação à base 
normalmente encontrada no DNA. Cite o processo que produz 
esse tipo de modificação. Cite a via de reparo do DNA que você 
esperaria que reconhecesse e corrigisse esse tipo de dano ao DNA. 


ọ 
oH 


HN 


A 


Nº “oH 
H 


Questão 4. Os termos a seguir descrevem as etapas gerais 
de uma via de reparo do DNA. Posicione as etapas na ordem 
correta. Cite a(s) proteína(s) que completa(m) cada uma das 
etapas em E. coli para as vias de reparo de malpareamento, re- 
paro por excisão de base e reparo por excisão de nucleotídeo. 


Ligação, Síntese de DNA, Reconhecimento, Excisão 


Questão 5. 

A. Calcule o número de malpareamentos que poderiam 
ocorrer em uma célula humana durante um ciclo de repli- 
cação. Assuma que o tamanho do genoma humano é de 
3,2 bilhões de pares de bases. 

B. Calcule o número de malpareamentos que poderiam 
ocorrer em uma célula humana durante um ciclo de repli- 
cação na ausência de reparo de malpareamento. 


Questão 6. Considerando um mutante de perda de função 
para dam (o gene que codifica a Dam metilase) em E. coli, pre- 
veja o fenótipo que seria observado em relação à mutagênese 
espontânea. Explique brevemente sua resposta. 
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Questão 7. Descreva uma possível vantagem e uma desvan- 
tagem de reparar a 3-metiladenina por meio do reparo por ex- 
cisão de base em comparação ao uso de O*-metilguanina por 
meio de reversão direta por uma metiltransferase. 


Questão 8. A exposição do DNA ao quimioterápico cispla- 
tina causa a formação de ligações transversais intrafitas entre 
duas guaninas adjacentes no DNA. Explique por que a ligação 
transversal intrafitas entre duas guaninas adjacentes é um can- 
didato melhor para o reparo por excisão de nucleotídeo do 
que para o reparo por excisão de base. 


Questão 9. Preveja as consequências imediatas para uma 
célula na qual o sistema de reparo por excisão de nucleotídeo 
acoplado à transcrição parou de funcionar adequadamente. 


Questão 10. Com exceção da tolerância ao dano no DNA, 
cite a via de reparo que potencialmente introduz mutações. 
Descreva como essa via introduz mutações. 


Questão 11. Explique a diferença entre reparo do DNA é 
tolerância ao dano no DNA. 


Questão 12. Considere um mutante de perda de função nas 
vias de reparo por excisão de nucleotídeo e de síntese transle- 
são. Preveja o nível de dano ao DNA, o percentual de sobrevi- 
vência e o nível de mutagênese em comparação ao tipo selva- 
gem para cada mutante após a exposição à luz UV. Na tabela a 
seguir, preencha as lacunas com “aumento”, “diminuição” ou 
“não altera”. 


Percentual de 
Viamutante Lesão noDNA sobrevivência Mutagênese 


NER — 


Sintese 
translesão 


Questão 13. Você quer testar duas linhagens de E. coli quan- 
to à sensibilidade ao agente de dano ao DNA MMS (metilmeta- 
nossulfato), um agente alquilante que metila bases específicas 
no DNA. Após tratar as células com diferentes doses de MMS 
(incubando-as com MMS em cultivo líquido por vários perío- 
dos), você plaqueia as células em meio sólido para contar os 
sobreviventes (fornecidos a seguir). Plote os dados para as duas 
linhagens (percentual de sobrevivência vs. tempo de exposição 
ao MMS). Qual é a linhagem mais sensível ao MMS? (Observe 
que, para contar colônias individuais, você teria de fazer uma 
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diluição seriada da cultura. Para este exemplo, vamos ignorar 
esta etapa de diluição serial.) 


Ominutoem Sminutosem 10 minutos 
Linhagem MMS MMS em MMS 
Linhagem A 254 251 249 
Linhagem B 325 253 189 


Questão 14. Existem várias alegações de que determinadas 
substâncias químicas que encontramos em nossa vida diária 
são mutagênicas. Você quer saber se as substâncias que nor- 
malmente utiliza são mutagênicas. 

Para investigar isso, você opta por usar o teste de Ames 
para testar quanto à reversão de uma mutação de ponto no 
gene HisG em Salmonella typhimurium. Você adiciona uma 
substância química ao meio de crescimento da bactéria. Assu- 
ma que você plaqueou um número igual de células para cada 
placa de mutagênese, Você também calculou o percentual de 
sobrevivência das células tratadas em comparação às células 
não tratadas, Lembre-se de que o meio de plaqueamento para 
sobrevivência não é seletivo, Um resumo dos resultados é 
apresentado a seguir. 


Número de revertentes 
Percentual de (número de colônias 
Substância quimica sobrevivência His'/placa seletiva) 
Sem substância quimica 100 28 
Substância química A so 1.400 
Substância química B 7 20 
Substância química 100 7 


A. Qual deve ser o meio usado na placa seletiva como parte 
do teste de Ames? Explique como uma mutação origina 
um revertente neste experimento. Seja específico. 

B. Inicialmente, você fica surpreso ao ver revertentes na 
ausência de qualquer substância química que está sendo 
testada, mas percebe que isso é normal. Dê um exemplo 
específico de como um revertente pode surgir na ausência 
de um mutagênico. 

C. Qual(is) substância(s) química(s) você identificaria como 
mutagênica(s)? Explique seu raciocínio. 

D. Qual(is) substância(s) química(s) você identificaria 
como potencialmente antimutagênica(s)? Explique seu 
raciocínio. 


Questão 15. Você realiza um experimento de acompa- 
nhamento para o experimento discutido nas questões do 
Capítulo 9. Apresentamos aqui uma revisão do cenário para 
este experimento. Você acaba de descobrir duas novas DNA- 
«polimerases eucarióticas e quer saber mais sobre suas proprie- 
dades. Para começar, você obtém proteína purificada de cada 


uma das DNA-polimerases e realiza ensaios de processividade 
de polimerase. Você usa um iniciador curto marcado com “P 
na extremidade 5’ e que se liga a um molde de ssDNA circular 
(mostrado a seguir). Você completa as seguintes etapas para 
obter os resultados do ensaio de processividade para a DNA- 
«polimerase #1 (Pol 41) ea DNA-polimerase #2 (Pol 42). 

1. Sob condições de tamponamento apropriadas, você pré- 
-incuba o ssDNA circular ligado ao iniciador com Pol #1 
ou Pol 42 por 5 minutos a 37°C. 

2. Você adiciona dNTPs e um grande excesso de ssDNA para 
iniciar a reação. 

3. Você deixa que a reação prossiga por 10 minutos, inter- 
tompe as reações com a adição de SDS e corre as amostras 
em um gel de poliacrilamida (que resolve nucleotídeos 
únicos) sob condições desnaturantes. 


iniciador 
marcado 


Você realiza um experimento de acompanhamento, e os 
resultados são mostrados a seguir. Neste experimento, você in- 
cuba separadamente cada DNA-polimerase com as proteínas 
acessórias (PCNA, RFC e RPA ) e um molde de DNA que agora 
incluí uma ligação transversal intrafitas entre duas guaninas 
(induzida por cisplatina). A ligação transversal é adjacente à 
extremidade 3' do iniciador, como indicado por uma estrela 
(representada a seguir à direita). 


actor qro set 
Para 


apah 


Pam sem Pot 


A. Descreva a processividade para cada DNA-polimerase na 
presença de um molde com uma ligação transversal indu- 
zida por cisplatina. 

B. Proponha um papel celular para a DNA-polimerase 41, con- 
siderando os dados que foram fornecidos. Seja específico. 
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tantemente para misturar e rearranjar cromossomos, mais obviamente 

durante a meiose, quando os cromossomos homólogos são pareados 
antes da primeira divisão nuclear. Durante esse pareamento, ocorre uma 
permuta genética entre os cromossomos. Essa permuta, classicamente deno- 
minada crossing over, é um dos resultados da recombinação homólo- 
ga. A recombinação envolve a permuta física de sequências de DNA entre 
os cromossomos. A frequência de crossing overs entre dois genes no mesmo 
cromossomo depende da distância física entre esses genes; quanto maior o 
afastamento entre eles, maior a frequência de permuta. Na verdade, os mapas 
genéticos derivados das primeiras determinações de frequências de crossing 
overs forneceram a primeira informação real sobre a estrutura cromossômica, 
ao revelar que os genes estão dispostos em uma ordem linear fixa. 

Às vezes, no entanto, a ordem dos genes muda: por exemplo, segmentos 
móveis de DNA chamados transposons ocasionalmente “pulam” ao longo 
dos cromossomos e promovem rearranjos no DNA, alterando a organização 
cromossômica. Os mecanismos de recombinação responsáveis pela transpo- 
sição e outros rearranjos genômicos são diferentes daqueles da recombinação 
homóloga. Esses mecanismos são discutidos em detalhes no Capítulo 12. 

A recombinação homóloga é um processo celular essencial, catalisado por 
enzimas sintetizadas e reguladas especificamente para essa finalidade. Além 
de gerar variações genéticas, a recombinação permite que as células recupe- 
rem sequências perdidas por lesões no DNA, por meio da substituição da re- 
gião danificada por uma fita de DNA que não foi danificada proveniente de 
um cromossomo homólogo. A recombinação também fornece um mecanis- 
mo para reiniciar as forquilhas de replicação interrompidas ou danificadas 
(replication restart). Além disso, tipos especiais de recombinação regulam a 
expressão de alguns genes. Por exemplo, pela alteração de segmentos cromos- 
sômicos específicos, as células podem posicionar genes dormentes em sítios 
onde eles serão expressos. 

Além de explicar os processos genéticos, a elucidação dos mecanismos 
moleculares da recombinação proporcionou o desenvolvimento de méto- 
dos para a manipulação de genes. Atualmente, a geração de variantes “no- 
cautes” e “transgênicas” em muitos organismos experimentais é rotineira 
(ver Apêndice 1). Esses métodos, que permitem a remoção ou a introdução de 
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genes no contexto de um organismo inteiro, baseiam-se na recombinação e 
são extraordinariamente eficazes para a determinação da função gênica. 


QUEBRAS NO DNA SÃO COMUNS E 
INICIAM A RECOMBINAÇÃO 


As quebras de dupla-fita (DSBs) no DNA são relativamente frequentes. Se 
essas quebras não forem corrigidas, as consequências para a célula serão 
desastrosas. Por exemplo, uma única DSB no cromossomo de Escherichia 
coli é letal, se a célula for incapaz de corrigi-la. O principal mecanismo 
utilizado para corrigir DSBs na maioria das células é a recombinação 
homóloga. Alguns tipos celulares também usam um mecanismo mais 
simples, como a junção de extremidades não homólogas (NHEJ), 
para consertar seus cromossomos, Esse processo é descrito no Capítulo 10 
(ver texto e Quadro 10-5). 

Nas bactérias, a principal função biológica da recombinação homóloga é 
o reparo de DSBs. Essas extremidades quebradas de DNA surgem por vários 
meios (ver também Cap. 10). A radiação ionizante e outros agentes de dano 
podem quebrar diretamente ambas as fitas do esqueleto de DNA. Muitos tipos 
de dano ao DNA também podem originar DSBs indiretamente, ao interferir 
no progresso de uma forquilha de replicação. Por exemplo, um corte não 
reparado em uma fita do DNA levará ao colapso uma forquilha de replicação 
de passagem (Fig. 11-1). Da mesma maneira, uma lesão no DNA que impos- 
sibilite uma fita de servir como molde irá parar uma forquilha de replicação. 
Esse tipo de forquilha bloqueada pode ser processado por diversas vias dife- 
rentes (p. ex., regressão de forquilha ou digestão por nuclease) (ver Fig. 11-1) 
que originam uma extremidade de DNA com uma DSB. Essas extremidades 
quebradas de DNA iniciam a recombinação com uma molécula homóloga de 
DNA, um processo que resolverá a quebra. 

Além do reparo de DSBs no DNA cromossômico, a recombinação homó- 
loga promove a permuta genética nas bactérias. Essa permuta ocorre entre os 
cromossomos de uma célula e o DNA inserido na célula pela transdução me- 
diada por fagos ou pela conjugação célula-célula (como foi visto no Cap. 7). 
Nesses casos, a molécula de DNA inserida na célula está na forma linear e, 
portanto, fornece a extremidade “quebrada” de DNA necessária para o início 
da recombinação. 

Em células eucarióticas, a recombinação homóloga é essencial para o 
reparo de quebras no DNA e de forquilhas de replicação em colapso. Esse 
papel de reparo cromossômico e reinício da replicação é a principal função 
da recombinação homóloga na maioria das células somáticas de organismos 
complexos, bem como em eucariotos unicelulares de crescimento vegetati- 
vo. Entretanto, há outras situações nas quais a recombinação para troca de 
material genético e manutenção cromossômica é especificamente necessá- 
ria. Como será descrito a seguir, a recombinação é essencial para o processo 
de pareamento dos cromossomos durante a meiose. Neste caso, à medida 
que as células entram em meiose, elas produzem uma proteína específica 
para introduzir DSBs no DNA e, dessa maneira, iniciar essa via de recombi- 
nação. Assim, embora as DSBs tenham diferentes origens, sua ocorrência no 
DNA é um evento inicial fundamental na recombinação homóloga. 


MODELOS DE RECOMBINAÇÃO HOMÓLOGA 


Experimentos iniciais notáveis, utilizando isótopos pesados de átomos in- 
corporados no DNA, forneceram a primeira visão molecular do processo de 
recombinação homóloga. Essa é a mesma abordagem utilizada por Matthew 
Meselson e Franklin W. Stahl para mostrar que o DNA replica de maneira se- 
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FIGURA 11-1 Uma lesão no molde de DNA pode provocar a formação de DSB du- 
rante a replicação do DNA. Isto é mais facilmente visualizado quando o molde contém uma 
quebra (painel esquerdo), mas também ocorre quando o molde contém uma lesão que interrom- 
pea forquilha (paine! direito). Neste caso, as duas fitas recém-sintetizadas (mostradas em verme- 
lho) podem parear e a forquilha pode regressar. Essa estrutura pode ser processada mais adiante 
de várias maneiras. A extremidade quebrada pode ser utilizada para iniciar a recombinação. 


miconservativa (ver Cap. 2). Em seus experimentos, Meselson e Stahl demons- 
traram que os produtos da replicação contêm uma fita de DNA antiga e uma 
recém-sintetizada. Em contrapartida, essa mesma abordagem experimental 
revelou que o processo de recombinação sob investigação envolvia a quebra 
direta e a união de moléculas de DNA. Como será visto nas próximas seções, 
entende-se agora que a quebra e a religação do DNA é um aspecto central da 
recombinação homóloga. A recombinação, porém, frequentemente envolve 
uma destruição limitada e a ressíntese de fitas de DNA. Nos anos seguintes a 
esses primeiros experimentos, diversos modelos para explicar o mecanismo 
molecular da permuta genética foram propostos. As etapas fundamentais da 
recombinação homóloga, que aparecem em todos esses modelos, incluem: 


1. Alinhamento de duas moléculas de DNA homólogas. A “homologia” refere-se 
a sequências de DNA idênticas ou praticamente idênticas em uma região 
de pelo menos 100 pb. Apesar do alto grau de similaridade, as moléculas 
de DNA podem ter pequenas regiões de sequências diferentes e podem, 
por exemplo, carregar diferentes variantes de sequências, conhecidas 
como alelos, para o mesmo gene. 

2. Introdução de quebras no DNA. Assim que as quebras são formadas, as ex- 
tremidades das quebras são processadas para gerar regiões de DNA de fita 
simples. 
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3. Invasão de fita. Pequenas regiões iniciais de pareamento de bases são for- 
madas entre as duas moléculas de DNA recombinantes. Esse pareamento 
ocorre quando uma região de DNA de fita simples, originária de uma 
molécula parental, pareia com a sua fita complementar da molécula de 
DNA de dupla-fita homóloga. Esse evento é chamado invasão de fita. 
Como resultado do processo de invasão de fita, regiões de DNA dúplex 
novo são geradas; este DNA, que frequentemente contém algumas bases 
malpareadas, é chamado heterodúplex de DNA. 


4. Formação da junção de Holliday. Uma vez que o pareamento tenha ocorrido, 
as duas moléculas de DNA ficam unidas pela formação de um cruzamento 
das fitas de DNA, em uma estrutura chamada junção de Holliday. Uma 
junção de Holliday pode se mover ao longo do DNA pela repetição de que- 
bra e formação de pares de bases. A cada vez que a junção se movimenta, 
pares de bases são rompidos nas moléculas de DNA parentais, enquanto 
pares de bases idênticos são formados na molécula intermediária recombi- 
nante. Esse processo é chamado migração de ramificação. 

. Resolução da junção de Holliday. O processo para regenerar moléculas de 
DNA e, portanto, finalizar a troca genética é chamado resolução. À re- 
solução pode ser realizada de duas maneiras, por clivagem da junção de 
Holliday ou (em eucariotos) por um processo de “dissolução”. No primeiro, 
o corte das fitas de DNA na junção de Holliday regenera dois dúplices se- 
parados. Como será visto, a escolha de qual dos pares de fitas de DNA na 
junção de Holliday será clivado durante a resolução tem grande impacto 
sobre a extensão da permuta de DNA que ocorre entre as duas moléculas 
recombinantes. No segundo processo (alternativo), a resolução é alcançada 
pela dissolução, um tipo de mecanismo de convergência/colapso, que será 
descrito de maneira mais detalhada a seguir. 


a 


A invasão de fita é um passo inicial fundamental 
na recombinação homóloga 


Ao ilustrar as etapas da recombinação homóloga, é útil visualizar as duas molé- 
culas de DNA de dupla-fita homólogas alinhadas, como mostra a Figura 11-2a. 
Essas moléculas, embora praticamente idênticas, contêm alelos diferentes do 
mesmo gene (como representado pelos símbolos A/a, B/b e C/c na Fig. 11-2), os 
quais são úteis para compreendermos os resultados da recombinação. 

A recombinação é iniciada pela presença de uma DSB em uma das mo- 
léculas de DNA (Fig. 11-2b). As fitas de DNA próximas ao local da quebra 
podem, então, ser separadas de suas fitas complementares, liberando essas 
fitas para invadir e realizar o pareamento de bases com o dúplex homólogo 
(Fig. 11-20). O processamento das fitas próximas ao sítio de quebra é descrito 
de maneira mais detalhada a seguir. A invasão de fita é o passo central na 
recombinação homóloga, porque são a invasão e o posterior pareamento das 
fitas complementares entre os dois dúplices homólogos que estabelecem o pa- 
reamento estável entre as moléculas. Esse processo também inicia a permuta 
de fitas de DNA entre os dois DNAs “parentais”. Como será visto adiante, as 
enzimas que catalisam a invasão de fita são chamadas proteínas de permu- 
ta de fitas porque promovem essa reação fundamental. 

A junção de Holliday gerada pela invasão de fita desloca-se ao longo do 
DNA por meio da migração de ramificação. Essa migração aumenta a exten- 
são de DNA que é permutada. Se as duas moléculas de DNA não forem idên- 
ticas — mas apresentarem, por exemplo, um pequeno número de diferenças 
de sequências, como ocorre frequentemente com dois alelos do mesmo gene 
=, a migração de ramificação por essas regiões de sequências diferentes gera 
dúplices de DNA contendo um ou alguns malpareamentos na sequência 
(ver alelos B e b na Fig. 11-2d e o detalhe). A correção desses malpareamentos 
pode apresentar importantes consequências genéticas, uma questão que será 
retomada ao fim do capítulo. 


Capítulo 11 Recombinação Homóloga em Nível Molecular 345 


homólogos. 
alinhados 


FIGURA 11-2 Modelo de Holliday ao longo das etapas da migração de ramifi- 
cação. As cabeças de seta pequenas nas fitas simples de DNA indicam a direção 5' para 3’. 
Observa-se que A ea, Bebe C e c especificam alelos diferentes e possuem sequências de DNA 
ligeiramente diferentes, Dessa maneira, o DNA heterodúplex que contiver esses genes (ver se- 
ção expandida no painel d) apresentará alguns malpareamentos . 
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A resolução de junções de Holliday é um passo 
essencial para finalizar a troca genética 


A finalização da recombinação requer a resolução da junção de Holliday, por 
meio da clivagem das fitas de DNA próximas ao sítio de cruzamento; esta 
reação separa as duas moléculas recombinantes de DNA e, desta forma, fina- 
liza a troca genética. A Figura 11-3 mostra dois dúplices de DNA homólogos 
conectados por uma única junção de Holliday. A resolução pode ocorrer de 
duas maneiras e, portanto, fornece duas classes distintas de produtos de DNA, 
como descrito a seguir. 

A Figura 11-3 ilustra onde os pares alternativos de sítios de clivagem no 
DNA ocorrem durante a resolução dessa ramificação simples de DNA gerada 
pela troca entre duas moléculas de DNA dúplex semelhantes. Para tornar es- 
ses sítios de clivagem mais fáceis de serem visualizados, a junção de Holliday 
é “girada”, originando uma estrutura plana quadrangular, sem fitas cruzadas. 
As duas fitas com mesma sequência e polaridade devem ser clivadas; as duas 
escolhas alternativas para os sítios de clivagem estão marcadas como sítio 1 e 
sítio 2 na Figura 11-3. 

Neste exemplo, os sítios de clivagem marcados com 1 ocorrem nas duas 
fitas de DNA compostas inteiramente por DNA de uma das duas fitas pa- 
rentais de DNA (p. ex., as fitas sólidas azul e cinza). Caso essas fitas sejam 
clivadas e, a seguir, covalentemente ligadas (a segunda reação, catalisada 
pela DNA-ligase, como será discutido a seguir), as moléculas resultantes 
apresentarão a estrutura e a sequência mostradas à esquerda, na parte infe- 
rior da figura. Esses produtos são referidos como produtos de recombina- 
ção “entrelaçados”, porque os dois dúplices originais estão conectados, de 
maneira que regiões das moléculas de DNA parentais estão covalentemente 
unidas por uma região de dúplex híbrida. Como observado pelo acompa- 
nhamento dos marcadores alélicos, a geração de produtos desse entrelaça- 
mento resulta no rearranjo dos genes que flanqueiam o sítio de recombina- 
ção. Portanto, esse tipo de recombinante também é chamado de produto 
de crossing over, uma vez que, nesta molécula de DNA, o crossing over 
ocorreu entre os genes À e C. 

Em contrapartida, o par alternativo de sítios de clivagem na junção de 
Holliday (marcados com 2 na Fig. 11-3) está nas duas fitas de DNA que contêm 
regiões de sequência de ambas as moléculas parentais (p. ex., ambos os segmentos 
azul e cinza). Após a resolução e a junção covalente das fitas nesses sítios, as 
moléculas de DNA resultantes contêm uma região ou “emenda” de DNA hí- 
brido. Essas moléculas são, então, conhecidas como produtos emendados. 
Nestes produtos, a recombinação não resulta no reagrupamento dos genes 
adjacentes ao sítio de clivagem inicial (ver o destino dos alelos marcadores 
A/a e C/e na Fig. 11-3). Essas moléculas são, portanto, conhecidas como pro- 
dutos sem crossing over. Os fatores que influenciam o sítio e a polaridade 
da resolução serão discutidos a seguir. 


O modelo de reparo de quebras de dupla-fita 
descreve vários eventos de recombinação 


A recombinação homóloga é, frequentemente, iniciada por DSBs no DNA. 
Um modelo comum que descreve esse tipo de troca genética é a via de 
reparo de quebra de dupla-fita (Fig. 11-4). Essa via começa com a in- 
trodução de uma DSB em uma das duas moléculas de DNA homólogas do 
dúplex (Fig. 11-43). O outro dúplex de DNA permanece intacto. A quebra 
assimétrica inicial das duas moléculas de DNA no modelo de reparo de DSB 
requer que os últimos estágios no processo de recombinação também sejam 
assimétricos (i.e., os dois dúplices são tratados de maneira distinta, como 
será visto). 

Após a introdução da DSB, uma enzima que cliva o DNA degrada a mo- 
lécula de DNA quebrada, gerando regiões de DNA de fita simples (ssDNA) 
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FIGURA 11-3 Clivagem da junção 
de Holliday. Dois pares de sitios alternati- 
vos de DNA podem ser civados durante a 
resolução, A clivagem em um par gera os 
produtos “entrelaçados” ou com crossing 
“over, A divagem no segundo par de sítios 
origina produtos “emendados” ou sem 
crossing over. (Detalhe) Estrutura do DNA 
em uma junção de Holliday. Observa-se 
que o DNA está completamente pareado 
nesta estrutura. 


(Fig: 11-4b). Esse processamento produz extensões de fita simples, conhecidas 
como caudas de ssDNA, nas moléculas quebradas de DNA; essas caudas de 
ssDNA terminam em extremidades 3'. Em alguns casos, ambas as fitas em 
uma DSB são processadas; em outros casos, apenas a fita que termina em 5' é 
degradada. 
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FIGURA 11-4 Modelo de reparo a 3 
de DSB para recombinação homólo- 
ga. A figura mostra as etapas que origi- e 
nam um intermediário de recombinação 


contendo duas junções de Holiday. 
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A seguir, as caudas de ssDNA geradas dessa maneira invadem o dúplex de 
DNA homólogo que não foi clivado (Fig. 11-40). Essa parte da figura mostra 
uma invasão de fita, como normalmente ocorre no início do processo, en- 
quanto a próxima parte da figura mostra as duas fitas invadindo. Em cada 
caso, a fita invasora realiza um pareamento de bases com a sua fita comple- 
mentar na outra molécula de DNA. Como as fitas invasoras terminam com 
uma extremidade 3', elas podem servir como iniciadores para a síntese de 
DNA. O alongamento dessas extremidades do DNA - utilizando a fita com- 
plementar do dúplex homólogo como molde — serve para restaurar as regiões 
de DNA que foram degradadas durante o processamento das fitas no sítio de 
quebra (Fig. 11-4d,e). 

Se os dois dúplices de DNA originais não apresentarem sequências idên- 
ticas próximas ao sítio da quebra (p. ex., se apresentarem alterações de um 
único par de bases, como descrito anteriormente), a informação de sequência 
pode ser perdida durante a recombinação pelo sistema de reparo de DSB. Na 
recombinação mostrada na Figura 11-4, a informação perdida da molécula 
de DNA mostrada em cinza, resultante do processamento, é substituída pela 
sequência presente no dúplex em azul, resultante da síntese de DNA. Essa 
etapa não recíproca no reparo de DSB resulta, algumas vezes, em um resqui- 
cio genético - originando um evento de conversão gênica -, tema que será 
discutido ao fim do capítulo. 

As duas junções de Holliday encontradas nos intermediários da recombi- 
nação gerados por esse modelo deslocam-se por meio da migração de ramifi- 
cação e são, finalmente, resolvidas, completando a recombinação. Novamen- 
te, as fitas que foram clivadas durante a resolução dessas junções de Holliday 
determinam se os produtos das moléculas de DNA irão, ou não, conter genes 
rearranjados nas regiões que flanqueiam o sítio de recombinação (L.e,, resul- 
tando em crossing over). As diferentes maneiras de resolver um intermediá- 
rio de recombinação contendo duas junções de Holliday são explicadas no 
Quadro 11-1, Como resolver um intermediário de recombinação com duas 
junções de Holliday. 


MÁQUINAS PROTEICAS DA RECOMBINAÇÃO HOMÓLOGA 


Os organismos de todos os tipos codificam enzimas que catalisam as etapas 
bioquímicas da recombinação. Em alguns casos, membros de famílias de pro- 
teínas homólogas desempenham a mesma função em todos os organismos. 
Em contrapartida, outras etapas da recombinação são catalisadas por classes 
diferentes de proteínas em diferentes organismos, mas com o mesmo resul- 
tado geral. Nosso conhecimento mais detalhado do mecanismo de recombi- 
nação é proveniente dos estudos sobre E. coli e seus fagos. Assim, nas seções 
seguintes, nos concentraremos, primeiramente, nas proteínas que promovem 
a recombinação na E. coli por meio da principal via de reparo de DSB, conhe- 
cida como sistema RecBCD. A recombinação homóloga nas células eucari- 
óticas e as proteínas envolvidas nesses eventos serão consideradas nas seções 
posteriores. 

A Tabela 11-1 lista as proteínas que catalisam as etapas essenciais da re- 
combinação nas bactérias e seus correspondentes nos eucariotos (a levedu- 
ra de brotamento Saccharomyces cerevisiae é o exemplo mais estudado). Essas 
proteínas fornecem as atividades necessárias para completar as etapas im- 
portantes no sistema de reparo de DSB. Além dessas proteínas dedicadas à 
recombinação, as DNA-polimerases, as proteínas de ligação ao ssDNA, as to- 
poisomerases e as ligases também são fundamentais no processo de permuta 
genética. 

Observa-se que uma proteina de E. coli que introduza DSBs no DNA está 
ausente da lista da Tabela 11-1, embora a recombinação pelo sistema RecBCD 
necessite de uma DSB em uma das duas moléculas de DNA recombinante. 
Como discutido anteriormente, nenhuma proteína específica que realize essa 
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CONCEITOS NÇADOS 


Quadro 11-1 


Como resolver um intermediário de recombinação com duas junções de Holliday 


A maneira como as junções de Holliday presentes em um 
intermediário de recombinação são clivadas tem um grande 
impacto na estrutura dos produtos das moléculas de DNA. Os 
produtos terão o DNA que flanqueia o sítio de recombinação 
rearranjado (nos produtos de entrelaçamento/crossing over) 
ou não (nos produtos emendados/sem crossing over), depen- 
dendo de como a resolução é realizada. Como os intermediá- 
rios gerados pelo sistema de reparo de DSB contêm duas jun- 
ções de Holliday, pode ser difícil visualizar os produtos que 
serão gerados pelas diferentes combinações possíveis para 
a clivagem da junção de Holliday. De fato, existe um padrão 
simples que determina se serão formados produtos com ou 
sem crossing over. 

Para explicar as diferentes maneiras possíveis de resolu- 
ção desses intermediários, deve-se considerar as duas junções. 
(marcadas como x e y) na Figura 1 deste quadro. A regra sim- 
ples que determina se a resolução resultará ou não em produ- 
tos de crossing over versus sem crossing over é a que segue. 
Se ambas as junções forem clivadas da mesma maneira, isto 
é, ambas no sítio 1 ou ambas no sítio 2, então serão gerados 
produtos sem crossing over. Um exemplo desse tipo de pro- 
duto é mostrado no painel b da figura; estas são as moléculas. 
geradas quando ambas as junções de Holliday forem clivadas 
no sítio 2. Observa-se que os alelos marcadores A/8 e a/b con- 
tinuam nas mesmas moléculas de DNA em que estavam nos 
cromossomos parentais. A clivagem de ambas as junções no 
sítio 1 também gera produtos sem crossing over. 

Em contrapartida, quando as duas junções são cliva- 
das usando sítios diferentes, são gerados os produtos com 


crossing over. Um exemplo desse tipo de resolução está mos- 
trado na Figura 1c deste quadro. Aqui, a junção x foi clivada no 
sítio 1, enquanto a junção y foi clivada no sítio 2, Observa-se 
que agora o gene A está ligado ao gene b, enquanto o gene a 
está ligado ao gene 8; portanto, ocorreu o rearranjo dos genes 
flanqueadores. A clivagem da junção x no sítio 2 e da junção y 
no sítio 1 também gera produtos com crossing over. 

Por que essa regra simples é verdadeira? Para entender 
o que ocorre, compare as junções aqui ilustradas com a jun- 
ção de Holliday única da Figura 11-3. Pode-se ver que, em 
uma única junção, a clivagem no sítio 1 pode dar origem a 
produtos entrelaçados, enquanto a clivagem no sítio 2 pode 
gerar produtos emendados. Portanto, quando os resultados. 
da clivagem nas duas junções forem combinados, ocorrerá 
o seguinte: 


* A clivagem de ambas as junções no sítio 2 dará origem 
a produtos emendados (emendado + emendado = pro- 
dutos emendados, sem crossing over). 

* A clivagem de ambas as junções no sítio 1 também dará 
origem a produtos emendados (entrelaçado + entre- 
laçado = produtos emendados) porque a segunda re- 
solução de tipo entrelaçado essencialmente "desfaz" o 
rearranjo causado pela primeira clivagem. 

* A clivagem de uma junção no sítio 1, mas de outra no si- 
tio 2, gera, portanto, produtos com crossing over (entre- 
laçado + emendado = entrelaçado) porque o rearranjo 
causado pela clivagem do sítio 1 é retido no produto 
final, 


resolução de x no 
sitio () e de y no sitio © 


QUADRO 11-1 FIGURA 1 


Duas maneiras possíveis de resolver um intermediário da via de reparo de DSB. 


As moléculas de DNA parentais eram como as da Figura 11-4. As regiões de DNA em vermelho são as que foram ressinte- 


tizadas durante a recombinação. 
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TABELA 11-1 Fatores procarióticos e eucarióticos que catalisam as etapas da recombinação 


Etapa de recombinação Proteina catalisadora de E. coli Proteina catalisadora eucariótica 
Pareamento de DNAs homólogos e invasão de Proteina RecA Rad51 
fita Dmc (na meiose) 
Introdução de DSB Nenhuma Spo11 (na meiose) 
HO (na alteração de tipos acasalantes) 
Processamento de quebras do DNA para gerar = Helicase/nuclease RecBCD Proteína MRX (também chamada de nuclease 
fitas simples para invasão Rad50/58/60) 
Montagem de proteínas de permuta de fitas RecBCD e RecFOR Rad52 e Rad59 
Reconhecimento da junção de Holliday e Complexo RuvaB Não está bem caracterizada 
migração de ramificação 
Resolução das junções de Holliday Ruvc Complexo Rad51c-XRCC3, WRN e BLM 


tarefa foi encontrada nas bactérias. Em vez disso, as quebras geradas como 
resultado de dano ao DNA, erros no reparo de DNA ou colapso de uma for- 
quilha de replicação são as principais fontes dos eventos de iniciação no DNA 
cromossômico. Alternativamente, durante reações de troca genética, como 
a transdução mediada por fago (que será considerada no Apêndice 1), o seg- 
mento de DNA infectante carrega extremidades de DNA quebradas. 

As seções seguintes descrevem as proteínas de recombinação de E. coli e 
como elas desempenham suas funções durante a recombinação pelo sistema 
de reparo de DSB. Essas proteinas são apresentadas na ordem de sua atuação 
no sistema. Primeiro, será visto como a enzima RecBCD processa o DNA no 
sítio da DSB, para gerar regiões de fita simples. A seguir, são descritos a estrutu- 
ra e o mecanismo da RecA, a proteína de permuta de fitas. Após se associar ao 
ssDNA, à RecA encontra regiões de homologia de sequência nas moléculas de 
DNA e gera novos pareamentos de bases entre essas reglões. Depois, serão des- 
critas as proteínas RuvA e RuvB, que comandam a migração de ramificação. Fi- 
nalmente, a enzima que resolve a junção de Holliday, RuvC, será considerada. 


A helicase/nuclease RecBCD processa moléculas 
de DNA quebradas para a recombinação 


As moléculas de DNA com extensões ou caudas de ssDNA são o substrato pre- 
ferido para iniciar a permuta de fitas entre as regiões com sequências homó- 
logas. A enzima RecBCD processa moléculas de DNA quebradas para gerar 
essas regiões de ssDNA. A RecBCD também auxilia a posicionar a proteína de 
permuta de fitas RecA sobre essas extremidades de ssDNA. Além disso, como 
será visto, as múltiplas atividades enzimáticas de RecBCD permitem uma 
“chance de escolha” à bactéria — recombinar com ou destruir as moléculas de 
DNA que entram na célula. 

A RecBCD é composta por três subunidades (os produtos dos genes recB, 
recC e recD) e apresenta as atividades de DNA-helicase e nuclease. Esse com- 
plexo liga-se às moléculas de DNA no sítio de quebra de dupla-fita e percor- 
re o DNA, utilizando a energia da hidrólise de ATP. Como resultado de sua 
ação, o DNA é desenrolado, com ou sem o acompanhamento da destruição 
nucleolítica de uma ou de ambas as fitas de DNA. As atividades de RecBCD 
são controladas por elementos de sequência de DNA específicos conhecidos 
como sítios Chi (do inglês, crossover hot spot instigator). Os sítios Chi foram 
descobertos porque estimulam a frequência de recombinação homóloga. 

As subunidades RecB e RecD são DNA-helicases, ou seja, enzimas que 
usam a hidrólise do ATP para desnaturar e desenrolar os pares de base do DNA 
(ver Cap. 9). A subunidade RecB contém uma helicase 3'-5' e possui também 
um domínio de nuclease multifuncional que digere o DNA à medida que se 
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FIGURA 11-5 Etapas do processa- 
mento do DNA pela RecBCD. Observa- 
-se que a proteina RecBCD poderia ter 
entrado nessa molécula de DNA por qual- 
quer uma das duas extremidades quebra- 
das. Entretanto, os sítios Chi funcionam 
apenas em uma orientação. Na molécula 
de DNA mostrada, o sítio Chi está orienta- 
do de maneira a somente modificar a en- 
zima RecBCD que estiver se movendo da 
direita para a esquerda. A enzima RecBCD 
possui duas DNA-helicases: RecD (em ver- 
de), que se move rapidamente na fita da 
extremidade 5' (fita superior), e Rec8 (em 
roxo), que se move vagarosamente na fita 
da extremidade 3' (fita inferior). Como 
essas duas subunidades se desiocam com 
velocidades diferentes, RecB acumula 
uma alça de DNA fita simples na fita in- 
ferior, durante o desentolamento, Depois 
que a enzima encontra o sítio Chi, essa 
alça é “rebobinada” e sua extremidade 3', 
agora contendo Chi, fica disponível para 
a montagem de RecA. (Adaptada, com 
permissão, de Spies et al. 2007. Cell 131: 
694-705, Fig. 5, p. 701. © Elsevier.) 
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move. RecD é uma helicase 5'-3', e RecC atua no reconhecimento de sítios 
Chi. Mas como as várias subunidades dessa máquina multifuncional comple- 
xa trabalham juntas para se mover ao longo do DNA, e o que ocorre de fato 
quando o complexo encontra um sítio Chi? 

Vários estudos, incluindo os baseados em técnicas de molécula única, 
mostraram que os “motores” helicases RecB e RecD se movem de maneira 
independente ao longo de fitas opostas do dúplex de DNA e com velocidades 
diferentes. Juntos, eles são capazes de “dirigir” o complexo RecBCD ao longo 
do DNA em velocidade superior a 1.000 pb por segundo! Sítios Chi no DNA 
atuam como uma “válvula molecular” para regular as atividades das helicases 
e, portanto, a velocidade de translocação do DNA. A Figura 11-5 mostra um 
esquema geral de RecBCD que processa uma molécula de DNA contendo um 
único sítio Chi para ativar esse DNA para recombinação. A RecBCD entra no 
DNA no sítio da DSB e desloca-se ao longo do DNA, desenrolando as fitas. 
Mas durante esta fase inicial, os dois motores do complexo não se movem 
com taxas iguais - a subunidade RecD corre mais rápido que RecB e, portanto, 
lidera o complexo. Como RecB tenta manter o passo, uma alça de ssDNA da 
extremidade 3' projeta-se para fora à frente do complexo. 

Ao encontrar a sequência Chi, o complexo para por alguns segundos, 
então continua com cerca de metade da velocidade inicial, Durante a pau- 
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sa, ocorrem três eventos para mudar a atividade do complexo. Primeiro, o 
ssDNA da alça é puxado, ou enrolado de volta para dentro, pela subunidade 
RecB, e esta torna-se o principal motor que agora lidera o complexo; segun- 
do, provavelmente ocorre uma alteração conformacional, resultando no 
desacoplamento da subunidade RecD; e terceiro, a atividade de nuclease 
do complexo RecBCD é alterada. À medida que RecBCD se move pela se- 
quência após o sítio Chi, a nuclease não cliva mais o DNA com a polaridade 
3' — 5'. Além disso, a fita de DNA oposta é clivada mais frequentemente do 
que era antes do encontro com o sítio Chi. Como resultado dessa alteração 
de atividade, a molécula de DNA de dupla-fita apresenta agora uma exten- 
são de fita simples 3', terminando com a sequência Chi na extremidade 3'. 
Essa estrutura é ideal para a montagem de RecA e a iniciação da permuta 
de fitas (ver a seguir). Agora, será considerada a base molecular da alteração 
da atividade enzimática de RecBCD após o encontro com um sítio Chi e 
a mudança na maneira como o DNA atravessa o complexo de múltiplas 
subunidades de RecBCD. 

A estrutura do complexo RecBCD ligado ao DNA fornece maiores infor- 
mações sobre como essa máquina com três subunidades funciona e como 
sua atividade muda com o encontro de um sítio Chi. Como mostrado na 
Figura 11-6, o complexo proteico possui um formato geral triangular, com 
o dúplex de DNA entrando na proteína pelo ponto superior do triângulo. 
Aqui, o DNA encontra uma estrutura de “alfinete” projetando-se para fora 
da subunidade RecC que divide o dúplex e guia as duas fitas individuais de 
DNA para os dois motores no interior da enzima. A subunidade RecC cana- 
liza a extremidade 3' para o motor RecB e a extremidade 5’ para o motor 
RecD. Dessa maneira, RecC, que não é por si uma helicase, contribui para 
a eficiência geral da atividade de helicase do complexo. A organização dos 
canais da enzima faz a cauda 3' do DNA ser disposta ao longo de uma fenda 
que emerge no sítio ativo da nuclease na subunidade RecB. Como resultado, 
antes que o complexo enzimático encontre um sítio Chi, essa fita é eficiente 
e processivamente degradada. A cauda 5' do DNA também se move para 
além do sítio ativo da nuclease ao deixar o motor RecD, mas é digerida com 
menor frequência do que a cauda 3', porque precisa competir com a fita 3', 
posicionada mais favoravelmente. Entretanto, ao encontrar um sítio Chi, 
a situação muda. RecC reconhece e liga-se fortemente a esse sítio do DNA, 
e uma vez que a extremidade 3' esteja ligada, ela é impedida de entrar na 
nuclease. Essa ligação, portanto, evita maior digestão da cauda 3', ao mesmo 
tempo em que promove a digestão da cauda 5’, ao remover seu competidor. 
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FIGURA 11-6 Estrutura do com- 
plexo RecBCD-DNA. Aqui, RecB está 
apresentada em roxo, RecC em magenta, 
e RecD, em verde. O DNA ligado (em bor- 
dö) entra através do "topo" do complexo, 
e a seia branca aponta para um fon de 
cálcio (em vermelho) ligado ao sítio ativo 
da nuclease de Rec. A estrutura mostra 
uma visão em corte para revelar o DNA. 
RecC entra em contato com ambas as fi- 
tas de DNA e as separa, dirigindo a fita 
3' para RecB à esquerda e a cauda 5º 
para RecD à direita. (Singleton M.R. et al. 
2004. Nature 432: 7015; Código PDB: 
1W36,) Imagem preparada com PyMOL 
(Delano W.L. 2002. The PYMOL molecular 
graphics system. Delano Scientific, Palo 
Alto, California, www. pymoLorg) 
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FIGURA 11-7 Ação polar de Chi. 
Esta representação esquemática mostra 
que um sítio Chi eleva as frequências de 
recombinação diretamente nas sequên- 
cias no sítio, bem como nas sequências 
distais, O evento de recombinação mos- 
trado representa a permuta entre um 
segmento de DNA linear transferido, in- 
troduzido na célula por transdução ou 
conjugação, e o cromossomo bacteriano. 
Os segmentos de DNA participantes po- 
dem ser muito mais extensos. Por exem- 
plo; a transdução por fago frequente- 
mente insere um segmento de DNA de 
aproximadamente 80 kb. O cromossomo 
de E. coli tem aproximadamente 5 Mb. 
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A cauda de ssDNA gerada pela RecBCD deve ser coberta pela proteína 
RecA para que a recombinação ocorra. Entretanto, as células também contêm 
proteínas de ligação ao DNA de fita simples (SSB), que podem se ligar a esse 
DNA. Para garantir que RecA, em vez de SSB, ligue-se a essas caudas de ssDNA, 
o RecBCD interage diretamente com RecA e promove sua montagem. Essa 
atividade de carregamento envolve uma interação proteína-proteína direta 
entre o domínio da nuclease da subunidade RecB e a proteína RecA, e serve 
para carregar RecA no DNA com a cauda 3. 


Sítios Chi controlam RecBCD 


Os sítios Chi aumentam a frequência de recombinação em aproximadamente 10 
vezes, Esse estímulo é mais pronunciado nas adjacências diretas ao sítio Chi. Em- 
bora frequências elevadas de recombinação sejam observadas a 10 kb de distân- 
cia do sítio Chi, elas diminuem gradualmente a partir dessa distância (Fig. 11-7), 
A observação de que a recombinação é especificamente estimulada em apenas 
um “lado” do sítio Chi era inicialmente intrigante. Entretanto, agora está claro 
por que esse padrão é observado: o DNA entre a DSB (por onde a RecBCD entra) 
eo sítio Chi é clivado em pequenos pedaços pela enzima e está, portanto, indis- 
ponível para a recombinação. Por outro lado, as sequências de DNA encontradas 
pela RecBCD após o encontro com Chi são preservadas em forma de fita simples 
recombinogênica e são especificamente cobertas com RecA. 

A capacidade de os sítios Chi controlarem a atividade de nuclease da 
RecBCD também auxilia as células bacterianas a protegerem a sua integridade 
de algum DNA exógeno, que pode entrar pela infecção de um fago ou por 
conjugação. O sítio Chi de oito nucleotídeos (GCTGGTGG) está altamente 
super-representado no genoma de E. coli. Embora seja previsto, matematica- 
mente, que ele ocorra uma vez a cada 65 kb, ou cerca de 80 vezes, a sequên- 
cia cromossômica revela a presença de 1.009 sítios Chi! Devido a essa super- 
«representatividade, é provável que o DNA de E. coli incorporado em uma 
célula de E. coli seja processado por RecBCD de maneira a originar as caudas 
de ssDNA 3, sendo, portanto, ativado para a recombinação. Por outro lado, 
o DNA de um bacteriófago ou de outras espécies (nas quais os sítios Chi de 
E. coli não estão super-representados) não apresentará sítios Chi com frequên- 
cia. A ação de RecBCD sobre esse DNA provocará a sua ampla degradação, em 
vez de ativá-lo para a recombinação. 

Em resumo, a atividade de degradação de DNA de RecBCD tem diversas 
consequências: essa degradação é necessária para processar o DNA no sítio da 
quebra para as etapas subsequentes de posicionamento da RecA e da invasão de 
fita. Dessa maneira, a RecBCD promove a recombinação. Entretanto, como a 


Capítulo 11 Recombinação Homóloga em Nível Molecular 


RecBCD degrada o DNA para ativá-lo, o processo geral de recombinação homó- 
loga também deve envolver a síntese de DNA para restaurar as fitas degradadas. 
Além disso, às vezes, a RecBCD atua simplesmente destruindo o DNA — como 
ocorre quando DNAs exógenos, que não apresentam sítios Chi frequentes, en- 
tram na célula. Dessa maneira, a RecBCD pode proteger a célula das consequên- 
cias potencialmente prejudiciais da incorporação de sequências estranhas que 
podem, por exemplo, conter um bacteriófago ou outro agente prejudicial. 


A proteína RecA organiza-se sobre o DNA de 
fita simples e promove a invasão de fita 


RecA é a proteína central da recombinação homóloga. Ela é o membro fun- 
dador de uma família de enzimas denominada proteínas de permuta de 
fitas. Essas proteínas catalisam o pareamento de moléculas de DNA homó- 
logas. O pareamento envolve a procura por combinações de sequências entre 
duas moléculas, bem como a geração de regiões de pareamento de bases entre 
essas moléculas. 

As atividades de pareamento e permuta de fitas de DNA de RecA podem 
ser observadas usando substratos simples de DNA in vitro; exemplos de rea- 
ções de pareamento e permuta de fitas de DNA úteis para mostrar as ativida- 
des bioquímicas de RecA são mostrados na Figura 11-8. As características im- 
portantes dessas moléculas de DNA são (1) complementaridades de sequência 
de DNA entre as duas moléculas parceiras, (2) uma região de ssDNA em pelo 
menos uma molécula para permitir a montagem de RecA, e (3) presença de 
uma extremidade de DNA na região de complementaridade, permitindo que 
as fitas de DNA do dúplex recém-formado se entrelacem. 

A forma ativa de RecA é um filamento de proteína-DNA (Fig. 11-9). Ao 
contrário da maioria das proteínas envolvidas em biologia molecular que 
atuam em subunidades proteicas discretas e menores, como monômeros, dí- 
meros ou hexâmeros, o filamento de RecA é enorme e de tamanho variável; 
filamentos que contêm aproximadamente 100 subunidades de RecA e 300 nu- 
cleotídeos de DNA são comuns. O filamento pode acomodar uma, duas, três 
ou até quatro fitas de DNA. Como descrito a seguir, os filamentos com uma ou 
com três fitas são os mais comuns nos intermediários da recombinação. 

A estrutura do DNA no filamento é altamente estendida se comparada 
com o ssDNA não coberto ou com uma hélice-padrão de forma B. Em mé- 
dia, a distância entre bases adjacentes é de 5 À, em vez do espaçamento de 
3,4 À normalmente observado (Cap. 4). Assim, após a ligação de RecA, o com- 
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FIGURA 11-8 Substratos para permuta de fitas por RecA. Aqui, estão apresentadas 
três possíveis combinações de estruturas que participam no pareamento e na permuta de fitas 
de DNA. Observa-se que os colchetes nas partes a e c mostram a localização de uma lacuna 
em uma das fitas, 
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FIGURA 11-9 Três visões do filamento de RecA. (a) Mi- 
crografia eletrônica de moléculas de DNA circulares que estão 
completamente ou parcialmente cobertas com RecA. Uma molé- 
cula de DNA não coberta está mostrada para ilustrar como o DNA. 
é estendido quando ligado a RecA. (Reproduzida, com permissão, 
de Stasiak A. e Egelman E.H. 1988. Genetic recombination (ed 
R. Kucherlapati e G. Smith], pp. 265-307, Fig. 3. © ASM Press) 
(b) Figura com aita resolução do filamento gerado pela média de 
diversas imagens de micrografia eletrônica. À figura à esquerda é 
a RecA de E. col, e a figura à direita é a proteina de permuta de 
fitas Rad51 de levedura. (imagem fornecida por Edward Egeiman, 
University of Virginia.) (c) Visão de alta resolução gerada por cris- 
talografia por raios X. Aqui, uma volta do filamento helicoidal é 
mostrada como vista do topo. Cada subunidade está colorida de 
maneira diferente; a subunidade em vermelho está mais próxima 
do observador. (Story R.M. et al. 1992. Nature 355: 318-325.) 
Imagem preparada com MolScript, BobScript e Raster3D, 


primento de uma molécula de DNA é incrementado em aproximadamente 
1,5 vez (Fig. 11-93). É dentro desse filamento RecA que ocorre a procura pelas 
sequências de DNA homólogas e que a permuta das fitas de DNA é realizada. 

Para formar um filamento, as subunidades de RecA ligam-se cooperati- 
vamente ao DNA. A ligação e a montagem de RecA são muito mais rápidas 
no ssDNA do que no DNA de dupla-fita, explicando, assim, a necessidade de 
regiões de ssDNA em substratos de permuta de fitas. O filamento cresce pela 
adição de subunidades de RecA na direção 5'-3', de maneira que uma fita 
de DNA que termina nas extremidades 3 tem maior chance de ser coberta 
por RecA (Fig. 11-10). Observa-se que no modelo de reparo de DSB para re- 
combinação, apenas moléculas de DNA com essa configuração participam da 
invasão de fita. 


Novas parcerias de pareamento de bases são 
estabelecidas no filamento de RecA 


A permuta de fitas catalisada por RecA pode ser dividida em distintos estágios 
de reação. Primeiro, o filamento de RecA deve ser montado em uma das fitas 
de DNA participantes. A montagem ocorre sobre uma molécula que contém 
uma região de DNA de fita simples, como uma cauda de ssDNA. Esse comple- 
xo RecA-ssDNA é a forma ativa que participa na busca de homologia. Durante 
essa busca, a RecA “verifica” complementaridades de pares de bases entre o 
DNA do filamento e uma segunda molécula de DNA. As estruturas de RecA 
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FIGURA 11-10 Polaridade da montagem de RecA. Observa-se que novas subunidades 
de RecA se ligam ao filamento pelo lado 3’ do DNA a uma subunidade existente muito mais 
rapidamente do que ao lado 5º. Devido a essa polaridade de adição, as moléculas de DNA com 
extensões de ssDNA 3’ serão cobertas com RecA de maneira eficiente, Em contrapartida, molé- 
culas com extensões de ssDNA 5º não servirão como substratos para a formação do filamento, 


com ssDNA e com dsDNA revelam alongamento variado do DNA e sugerem 
um mecanismo para permuta de fitas (Fig. 11-11). 

Essa busca de homologia é promovida por RecA porque a estrutura do fila- 
mento possui dois sítios distintos de ligação ao DNA: um sítio primário (ligado 
pela primeira molécula de DNA) e um sítio secundário (Fig. 11-12). Este sítio de 
ligação ao DNA secundário pode ser ocupado por DNA de dupla-fita. A ligação 
a esse sítio é rápida, fraca, temporária e - muito importante - independente da 
sequência de DNA. Dessa maneira, o filamento de RecA pode ligar-se e rapida- 
mente “verificar” vastas regiões de DNA à procura de homologias de sequência. 


FIGURA 11-11. Visão do DNA da reação de permuta de fitas promovida por RecA. 
(a) O dsDNA pareia com o filamento de RecA pré-sináptico que consiste em RecA e ssDNA, 
para produzir o heterodúplex DNA-RecA e ssDNA. (b) As estruturas das moléculas de DNA 
participantes são mostradas: DNA em formato B; ssDNA no filamento pré-sináptico; dsDNA no 
filamento; e ssDNA aleatoriamente enrolado. (Adaptada, com permissão, de Kowalczykowski 
S.C. 2008. Nature 453: 463, Fig. 1, p. 465. © Macmillan.) 
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FIGURA 11-12 Modelo de duas 
etapas da busca por homologia e 
permuta de fitas de DNA dentro do 
filamento de RecA. Aqui, é apresenta- 
da uma visão de topo do filamento de 
RecA, como na Figura 11-9c. O dúplex de 
DNA que está chegando está mostrado 
em azul. (a) Corte transversal de um DNA 
de fita simples ligado à proteína RecA. 
(b) O DNA no sítio secundário é verificado 
quanto à complementaridade. (c) O pa- 
reamento de bases entre as fitas é altera- 
do. (Adaptada de Howard-Fianders et al 
1984. Nature 309: 215-220.) 
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Como o filamento de RecA percebe a homologia de sequência? Os deta- 
lhes desse mecanismo ainda não estão totalmente esclarecidos, mas o que se 
sabe hoje, em grande parte a partir de estudos estruturais, é como o ssDNA e 
o ATP se ligam a RecA para formar um filamento “pré-sináptico” helicoidal. 
O ssDNA do filamento torna-se menos enrolado e estendido, uma mudança 
que provavelmente permite mais pareamentos de base ótimos de Watson- 
-Crick com o dsDNA, para formar um filamento sináptico que procura por 
homologia entre o ssDNA e o dsDNA (compare as estruturas mostradas na 
Fig. 11-13). No filamento pré-sináptico, o ssDNA liga-se com uma estequio- 
metria de exatamente três nucleotídeos por RecA, arranjados em uma confor- 
mação semelhante ao DNA B - deve-se lembrar, do Capítulo 4, que a unidade 
repetida da estrutura do DNA consiste em três nucleotídeos, uma “trinca, ou 
triplet, de nucleotídeos” (ver Fig. 11-14). Após cada unidade de três nucleo- 
tídeos do DNA semelhante ao B no filamento pré-sináptico há um grande 
“espaço” antes da próxima base; esses grandes espaços são os principais res- 
ponsáveis pela hélice estendida comparada ao DNA nu (Figs. 11-13 e 11-14). 

O DNA no sítio de ligação secundário está temporariamente aberto e é 
verificado quanto à complementaridade com o ssDNA no sítio primário. Esse 
“teste” ocorre via interações de pareamento de bases, embora inicialmente 
ele ocorra sem perturbar o pareamento de bases global entre as duas fitas de 
DNA no sítio secundário. Experimentos in vitro indicam que uma combinação 
de sequência de apenas 15 pares de bases fornece um sinal suficiente para o 
filamento de RecA de que uma combinação foi encontrada, desencadeando a 
permuta de fitas. 

Uma vez encontrada uma região de complementaridade de bases, a RecA 
promove a formação de um complexo estável com ligações de hidrogênio tipo 
Watson-Crick completas entre essas duas moléculas de DNA (Fig. 11-15a). 
A unidade repetida é, agora, uma trinca de pares de bases empilhados (a trinca 
de pares de bases) que é bastante semelhante ao DNA B (Fig. 11-15b). Essa 
estrutura de três fitas ligada a RecA é chamada junção de moléculas e, nor- 
malmente, contém várias centenas de pares de bases de DNA híbrido. É nesta 
junção de moléculas que ocorre a permuta de fitas de DNA. À fita de DNA 
no sítio de ligação primário realiza um pareamento de bases com a fita com- 


FIGURA 11-13 Estruturas de ssDNA e dsDNA de RecA. (a) Estrutura do filamento 
de nucleoproteina pré-sináptico. (b) Estrutura do filamento de nuceoproteina pós-sináptico. 
(Reproduzida, com permissão, de Chen et al. 2008. Nature 453; 489. A parte a é a Fig. 1A, 
p.490; a parte b é a Fig. 4A, p. 492. © Macmillan.) 
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plementar no dúplex de DNA ligado no sítio secundário. A permuta de fitas 
requer a quebra de um conjunto de pares de bases e a formação de um novo 
conjunto de pares de bases idênticos. A finalização da permuta de fitas tam- 
bém requer que as duas fitas recém-pareadas se entrelacem, formando uma du- 
pla-hélice apropriada. A RecA liga-se preferencialmente aos produtos de DNA 
após a permuta de fitas ter ocorrido, e é essa energia de ligação que efetiva- 
mente promove a reação de permuta em direção à nova configuração do DNA. 


Homólogos de RecA estão presentes 
em todos os organismos 


As proteínas de permuta de fitas da família RecA estão presentes em to- 
das as formas de vida. Os membros mais bem caracterizados são RecA de 
eubactérias, RadA de Archaea, Rad51 e Dmcl de eucariotos, e a proteina 
UvsX do bacteriófago T4. Essas proteínas formam filamentos similares aos 
de RecA (Fig. 11-16) e, provavelmente, atuam de maneira similar (embo- 
ra algumas características das proteínas sejam especificamente adaptadas 
às suas funções celulares e a parceiros específicos). O papel das proteínas 
Rad51 e Dmcl na recombinação de células eucarióticas será discutido mais 
adiante, neste capítulo. 


O complexo RuvAB reconhece especificamente as junções 
de Holliday e promove a migração de ramificação 


Após o término da etapa de invasão de fita, as duas moléculas de DNA re- 
combinantes estão conectadas por uma ramificação no DNA conhecida como 
junção de Holliday (ver anteriormente). O deslocamento do sítio dessa ra- 
mificação requer a permuta de pares de bases do DNA entre os dois dúplices 
de DNA homólogos. As células codificam proteínas que estimulam muito a 
velocidade da migração de ramificação. 

A proteína RuvA é uma proteína de ligação ao DNA específica para a jun- 
ção de Holliday, que reconhece a estrutura da junção de DNA independente- 
mente de sua sequência. A RuvA reconhece e liga-se às junções de Holliday e 
recruta a proteína RuvB para o local. A RuvB é uma ATPase hexamérica, seme- 
lhante às helicases hexaméricas envolvidas na replicação do DNA (ver Cap. 9). 
A ATPase RuvB fornece a energia para promover a permuta de pares de bases 
que movimenta o ponto de ramificação do DNA. Essa energia é necessária para 
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FIGURA 11-14 Visão aproximada 
do ssDNA em RecA. Cada trinca de nu- 
cleotídeos é ligada por três unidades de 
RecA. (Reproduzida, com permissão, de 
Chen etal. 2008. Nature 453: 489, Fig. 2, 
p. 491. © Macmillan.) 
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FIGURA 11-15 A estrutura do 
DNA no filamento não sofre grandes 
alterações. (a) A trinca de nucleotídeos 
pré-sináptica (cinza) é sobreposta à trinca 
de pares de bases pós-sináptica (amarelo), 
Ligações de hidrogênio de Watson-Crick 
estão indicadas por linhas pontilhadas. 
(b) A trinca de pares de bases pós-si- 
náptica (amarelo) é sobreposta ao DNA 
tipo B (ciano). Ligações de hidrogênio de 
Watson-Crick estão indicadas por linhas 
pontilhadas, em magenta para o hete- 
rodúplex e em verde para o DNA B. (Re- 
produzida, com permissão, de Chen et al. 
2008. Nature 453; 489, Fig. 5a,b, p. 491 
© Macmillan). 
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FIGURA 11-16 Proteinas seme- 
lhantes a RecA nos três ramos bioló- 
gicos. Filamentos de nucieoproteina são 
mostrados para as proteinas (a) Rad51 
humana, (b) RecA de E. coli e (c) RadA 
de Archaeoglobus fulgidus. As proteinas 
Rad51 e RecA também são mostradas na 
Figura 11-8. Observa-se a estrutura heli- 
coidal semelhante dos filamentos, revelada 
pelas listras, nestas imagens de microgra- 
fia eletrônica. (Reproduzida, com permis- 
são, de West S.C. et al. 2003, Nat. Rev. 
Mol. Cell Biol. 4: 435-445. © Macmillan. 
imagens fornecidas por A. Stasiak, 
University of Lausanne, Switzerland.) 


mover à ramificação rapidamente e em uma direção. Os modelos estruturais 
dos complexos RuvAB na junção de Holliday mostram um tetrâmero de RuvA 
e dois hexâmeros de RuvB que atuam juntos, potencializando o processo de 
permuta de DNA (Fig. 11-17). 


FIGURA 11-17 Estrutura em alta resolução de RuvA e modelo esquemático do 
complexo RuvAB ligado à junção de Holliday do DNA. (a) A estrutura cristalográfica do 
tetrâmero de RuvA mostra a simetria tetraédrica da proteína. (Ariyoshi M. et al. 2000. Proc. 
Natl. Acad. Sci. 97: 8257-8262 ) Imagem preparada com MolScript, BobScript e Raster3D. 
(b) Um modelo esquemático da estrutura cristalográfica é mostrado com dois hexâmeros de 
RuvB. Observa-se como um tetrâmero de RuvA se liga com simetria tetraédrica à junção. Dois 
hexâmeros de Ruv8 ligam-se em lados opostos de RuvA e atuam como um mator para impul- 
sionar o DNA através da junção. Os hexâmeros de RuvB estão mostrados em cortes transversais, 
de maneira que o DNA inserido nesses complexos pode ser visualizado. (Redesenhada de Yama- 
da K. et al. 2002. Mol. Cell 10: 671-681, Fig. 4) 
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Ruvc cliva fitas de DNA específicas na junção 
de Holliday para finalizar a recombinação 


A recombinação é finalizada pela resolução da junção (ou junções) de 
Holliday entre as duas moléculas de DNA recombinantes. Nas bactérias, a 
principal endonuclease que resolve as junções de Holliday é a RuvC. A RuvC 
foi descoberta e purificada com base na sua capacidade de clivar junções de 
DNA construídas pela RecA, in vitro. Evidências indicam que ela atua em con- 
junto com RuvA e RuvB. 

A resolução por RuvC ocorre quando esta reconhece a junção de Holli- 
day (provavelmente complexada a RuvA e a RuvB) e cliva especificamente as 
duas fitas de DNA homólogas que apresentam a mesma polaridade. Essa cli- 
vagem resulta em extremidades de DNA que terminam com grupos 5-fosfato 
e 3-OH que podem ser diretamente unidos pela DNA-ligase. Dependendo do 
par de fitas que foi clivado pela RuvC, os produtos de recombinação ligados 
resultantes serão do tipo “entrelaçados” (com crossing over) ou "emendados” 
(sem crossing over). A estrutura da RuvC e um modelo esquemático de sua in- 
teração com a junção de DNA são apresentados na Figura 11-18. 

Apesar de reconhecer uma estrutura em vez de uma sequência específica, 
Ruvc cliva o DNA com uma certa especificidade de sequência. A clivagem 
ocorre apenas em sítios conforme o consenso 5'-A/T-T-T-G/C. A clivagem 
ocorre após o segundo T da sequência. Sequências com esse consenso são 
frequentemente encontradas no DNA, com uma média de uma vez a cada 
64 nucleotídeos. Essa modesta seletividade de sequência assegura que pelo 
menos alguma migração de ramificação ocorra antes da resolução. Sem essa 
seletividade de sequência, a RuvC poderia simplesmente clivar as junções de 
Holliday logo após a sua formação, limitando a região de DNA que participa 
na permuta de fitas. 
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FIGURA 11-18 Estrutura em alta resolução da resolvase RuvC e modelo esque- 
mático do dímero RuvC ligado à junção de Holliday do DNA. (2) Estrutura cristalográ- 
fica da proteina RuvC. (Ariyoshi M. et al, 1994. Cel 78:1063-1072.) Imagem preparada com 
MolScript, BobScript e Raster3D. (b) Modelo para ligação de um dimero de RuvC a uma junção 
de Holliday. Observa-se, neste modelo, como um dimero de RuvC pode se ligar à junção de 
Holliday e introduzir clivagens simétricas nas duas fitas idênticas de DNA. (Adaptada, com per- 
missão, de Rafferty 1.8, et al. 1996. Science 274: 415-421, Fig. 1b. © AAAS) 
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FIGURA 11-19 Dinâmica do DNA 
durante a meiose. Aqui, para simpifi- 
car, apenas um tipo de cromossomo é 
mostrado. Os dois homólogos preparan- 
do-os estão representados, em vermelho 
eazul, após terem sido duplicados em um 
ciclo de replicação de DNA. A recombina- 
ção homóloga é necessária para parear 
esses cromossomos homólogos preparan- 
do-os para a primeira divisão nuciear Essa 
recombinação também pode originar um 
crossing over, como é mostrado para os 
genesA e8, 
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RECOMBINAÇÃO HOMÓLOGA EM EUCARIOTOS 


A recombinação homóloga apresenta 
funções adicionais em eucariotos 


Como já descrito, em bactérias, a recombinação homóloga é necessária para 
corrigir as DSBs no DNA, para reiniciar as forquilhas de replicação obstruídas 
e para permitir que o DNA cromossômico da célula recombine com o DNA 
inserido por infecção por fago ou conjugação. A recombinação homóloga tam- 
bém é necessária para o reparo do DNA e para a reiniciação de forquilhas de 
replicação obstruídas nas células eucarióticas, Essa necessidade é ilustrada pelo 
fato de as células com defeitos em proteínas que promovem a recombinação 
serem hipersensíveis a agentes de dano ao DNA, sobretudo os que quebram as 
fitas de DNA. Além disso, os animais com mutações que interferem na recom- 
binação homóloga apresentam predisposição a determinados tipos de câncer, 
bem como características de envelhecimento precoce, Entretanto, como será 
discutido a seguir, a recombinação homóloga desempenha funções adicionais 
importantes nos organismos eucariotos. O mais importante é que a recombi- 
nação homóloga é fundamental para a meiose. Durante a meiose, a recombi- 
nação homóloga é necessária para o correto pareamento dos cromossomos e, 
portanto, para à manutenção da integridade do genoma. Essa recombinação 
também redistribu os genes entre os cromossomos parentais, garantindo a 
diversidade nos conjuntos de genes que são passados à próxima geração. 


A recombinação homóloga é necessária para a 
segregação cromossômica durante a meiose 


Como visto no Capítulo 9, a meiose envolve dois ciclos de divisão nuclear, 
resultando na redução do conteúdo de DNA a partir do conteúdo normal de cé- 
lulas diploides (2N) para o conteúdo presente nos gametas (1N). A Figura 11-19 
mostra esquematicamente como os cromossomos estão configurados durante 
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esses dois ciclos de divisão. Antes da divisão, a célula apresenta duas cópias de 
cada cromossomo (os homólogos), cada uma herdada de cada progenitor. Du- 
rante a fase S, esses cromossomos são replicados, originando um conteúdo total 
de DNA de 4N (Fig. 11-20). Os produtos da replicação — ou seja, as cromátides- 
-irmās - permanecem juntos. Então, na preparação para o primeiro ciclo de di- 
visão nuclear, os cromossomos homólogos duplicados devem parear e alinhar-se no 
centro da célula. É esse pareamento de homólogos que requer a recombinação 
homóloga (Fig. 11-19). Esses eventos são cuidadosamente programados. A re- 
combinação deve estar completa antes da primeira divisão nuclear para permitir 
que os homólogos se alinhem de forma adequada e, então, sejam separados. Du- 
rante este processo, as cromátides-irmãs permanecem pareadas (Fig. 11-20; ver 
também Cap. 8, Fig. 8-16). A seguir, na segunda divisão, são as cromátides-irmãs 
que se separam. Os produtos dessa divisão são os quatro gametas, cada um com 
uma cópia de cada cromossomo (i.e., seu conteúdo de DNA é 1N). 

Sem a recombinação, os cromossomos não conseguem se alinhar correta- 
mente para a primeira divisão meiótica, o que resulta em elevada incidência 
de perda cromossômica. Essa segregação incorreta de cromossomos, deno- 
minada não disjunção, origina um grande número de gametas sem o con- 
junto cromossômico correto. Os gametas com um número maior ou menor 
de cromossomos não podem se desenvolver após a fertilização, de modo que 
uma falha na recombinação homóloga pode se refletir em baixa fertilidade. 
Os eventos de recombinação homóloga que ocorrem durante a meiose são 
chamados recombinação meiótica. 

A recombinação melótica também frequentemente origina crossing overs 
entre os genes dos dois cromossomos parentais homólogos. Essa permuta 
genética, mostrada esquematicamente na Figura 11-20, pode ser observada 
citologicamente (Fig. 11-21a). Uma consequência importante é que os alelos 
presentes nas moléculas parentais são rearranjados para a próxima geração. 


A geração programada de quebras na dupla-fita 
de DNA ocorre durante a meiose 


O programa de desenvolvimento necessário para que as células completem 
adequadamente a meiose envolve a ativação da expressão de vários genes 
que não são necessários para o crescimento normal. Um deles é o SPO11. Este 
gene codifica uma proteína que introduz DSBs no DNA cromossômico para 
iniciar a recombinação meiótica. 

A proteína Spo11 cliva o DNA em vários locais cromossômicos, com pou- 
ca seletividade de sequência, mas em um período bastante específico durante 
a meiose. A clivagem de DNA mediada por Spo11 ocorre exatamente quando 
os cromossomos homólogos replicados começam a parear. Os sítios de cliva- 
gem de Spol1, embora frequentes, não estão aleatoriamente distribuídos ao 
longo do DNA. Em vez disso, em geral esses sítios estão localizados em regiões 
cromossômicas que não estão fortemente compactadas nos nucleossomos, 
como os promotores que controlam a transcrição gênica (ver Caps. 8 e 19). As 
regiões de DNA que são submetidas a uma alta frequência de DSBs também 
apresentam elevada frequência de recombinação. Assim, os sítios de clivagem 


FIGURA 11-21 Visualização citológica do crossing over. Crossing over recíproco 
visualizado diretamente em células de hamster em cultivo. Cromossomos cujo DNA contém 
bromodesoxiuridina em vez de timidina em ambas as fitas aparecem mais daros após o tra- 
tamento com corante de Giemsa, enquanto os que contêm DNA substituído em apenas uma 
fita aparecem mais escuros. Após duas gerações de crescimento em bromodesoxiuridina, uma 
cromátide recém-replicada possui apenas uma de suas fitas substituída, enquanto sua irmã 
tem as duas substituídas. Assim, cromátides-irmãs podem ser distinguidas por coloração. Dessa 
maneira, os crossing overs são facilmente visualizados como extensões alternadas de daro e 
escuro (a). Cromossomos recombinantes semelhantes também são vistos quando células em 
crescimento mitótico são tratadas com um agente de dano ao DNA (b). (Cortesia de Sheidon 
Wolf e Jody Bodycote.) 


FIGURA 11-20 Recombinação 
meiótica entre cromátides-irmās. 
Cada estrutura corresponde a uma molé- 
cula de DNA de dupla-fita replicada, cha- 
mada cromátide. Os pares são chamados 
de cromátides-irmãs, e a recombinação 
mediada por Dmc1 ocorre entre pares de 
cromátides não irmãs (ver Fig. 11-19). 
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FIGURA 11-22 Mecanismo de cli- 
vagem por Spo11. O grupo OH de um 
resíduo de tirosina na proteina Spo11 
ataca o DNA, formando uma ligação 
covalente proteina-DNA. Duas subunida- 
des de Spol1 são necessárias para gerar 
uma quebra de dupla-fita no DNA, e cada 
uma ataca uma das duas fitas do DNA. 
Observa-se que devido a esse mecanismo 
de clivagem, a DSB pode ser religada pela 
simples reversão da reação de clivagem. 


de DNA de Spo11 mais utilizados, da mesma forma que os sítios Chi, são sí- 
tios preferenciais para a recombinação. 

O mecanismo de clivagem do DNA por Spo11 é o seguinte: uma cadeia 
lateral de tirosina específica na proteína Spo11 ataca o esqueleto de fosfodiés- 
ter para clivar o DNA e gerar um complexo covalente entre a proteína e a fita 
de DNA rompida (Fig. 11-22). As duas subunidades de Spo11 clivam o DNA 
com dois nucleotídeos de distância entre as duas fitas de DNA, formando uma 
DSB coesiva. Spol1 compartilha esse mecanismo de clivagem do DNA com 
as DNA topoisomerases e as recombinases sítio-específicas (ver Caps. 4 e 12). 
Comparações de sequências proteicas revelam que a Spol1 parece ter uma 
relação distante com essas enzimas. 

O fato de a clivagem de Spol1 envolver um complexo covalente proteí- 
na-DNA apresenta duas consequências. Primeiro, as extremidades 5' do DNA 
no sítio de clivagem da Spo11 estão covalentemente ligadas à enzima. Essas 
extremidades 5’ de DNA ligadas a Spo11 são os sítios iniciais do processamen- 
to de DNA para criar as caudas de ssDNA necessárias para o posicionamento 
de proteínas semelhantes a RecA e a iniciação da invasão de fita do DNA 
(ver a seguir). Segundo, a energia da ligação fosfodiéster clivada do DNA é 
armazenada na ligação proteina-DNA e, assim, as fitas de DNA podem ser 
religadas por uma reversão simples da reação de clivagem (ver Fig. 12-5 para 
o mecanismo químico). Essa religação ocorre quando as células recebem um 
sinal para interromper a meiose. 


A proteína MRX processa as extremidades clivadas 
do DNA, permitindo a adição de proteínas de 
permuta de fitas semelhantes à RecA 


O DNA do sítio da clivagem da DSB catalisada por Spo11 é processado para 
gerar regiões de fita simples, necessárias para a adição de proteínas de permu- 
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homólogos 
replicados. 
(não irmãs) 


0 00m 


ta de fitas semelhantes à RecA. Como observado no sistema RecBCD de bacté- 
rias, esse processamento produz longos segmentos de DNA de fita simples que 
terminam em extremidades 3' (Fig. 11-23). Durante a recombinação meióti- 
ca, o complexo enzima-MRX é responsável por esse evento de processamento 
do DNA. Esse complexo, embora não seja homólogo a RecBCD, também é 
uma nuclease de DNA de múltiplas subunidades. MRX é composta por subu- 
nidades proteicas chamadas Mrel1, Rad50 e Xrs2; as primeiras letras dessas 
subunidades dão nome ao complexo. 

O processamento do DNA no sítio da quebra ocorre exclusivamente na 
fita de DNA que termina em uma extremidade 5' - ou seja, nas fitas que estão 
covalentemente ligadas à proteína Spo11 (como descrito anteriormente). As 
fitas que terminam com extremidades 3º não são degradadas. Essa reação de 

processamento do DNA é, por isso, denominada ressecção 5' para 3’. A ressec- 
Ein 51 para 3º dependente de MEX gera canas longas densa DNA com extremis 
dades 3' que, frequentemente, têm 1 kb ou mais. Acredita-se que o complexo 
MRX também remova a Spo11 ligada ao DNA. 
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FIGURA 11-23 Visão geral da via 
de recombinação meiótica. A forma- 
ção de DSBs durante a meiose requer a 
presença de Spot 1-e do complexo MRX. 
Essa observação sugere que a formação 
de DSB e o subsequente processamen- 
to das fitas são normalmente acoplados 
pela ação coordenada de várias proteínas. 
A proteina MRX é responsável pela ressec- 
ção das fitas que terminam por 5º no sítio 
da quebra. Então, as proteínas de permu- 
ta de fitas Dmc! e Rad51 são posicionadas 
sobre as caudas de ssDNA. Ambas as pro- 
teínas participam na recombinação, mas 
“o mecanismo de atuação conjunto não é 
conhecido. Na figura, essas proteinas es- 
tão mostradas formando filamentos sepa- 
rados para simplificação. (Redesenhada, 
com permissão, de Lichten M. 2001, Curr. 
Biol, 11: R253-R256, Fig. 2. © Elsevier) 
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Dmc1 é uma proteína semelhante à RecA que funciona 
especificamente na recombinação meiótica 


Os eucariotos codificam duas proteínas bem-caracterizadas, homólogas da 
proteína RecA bacteriana: Rad51 e Dmcl. Ambas as proteínas atuam na re- 
combinação meiótica. Enquanto Rad51 é amplamente expressa em células 
que se dividem por mitose e por meiose, Dmcl é expressa apenas quando as 
células entram em meiose. 

A permuta de fitas durante a meiose ocorre entre um tipo particular de 
parceiro de DNA homólogo. Deve-se ter em mente de que a recombinação 
meiótica ocorre em um período em que há quatro moléculas de DNA de du- 
pla-fita completas representando cada cromossomo: cada um dos dois homó- 
logos foi copiado para gerar duas cromátides-irmãs (ver Fig. 11-20). Embora os 
dois homólogos provavelmente apresentem pequenas diferenças de sequência 
e tenham alelos distintos para vários genes, a maior parte da sequência de 
DNA entre essas quatro cópias do cromossomo será idêntica. No entanto, a 
recombinação dependente de Dmc1 ocorre preferencialmente entre as cromá- 
tides homólogas não irmãs, ao invés de ocorrer entre as irmãs (ver Fig. 11-20). 
Embora o mecanismo básico dessa seletividade seja desconhecido, há um ra- 
ciocínio biológico claro: a recombinação melótica promove conexões inter- 
-homólogas para auxiliar no alinhamento dos cromossomos para a divisão. 


Diversas proteínas atuam em conjunto para 
promover a recombinação meiótica 


Como descrito anteriormente, proteínas envolvidas nas etapas essenciais de 
formação de DSB, de processamento de DNA para gerar caudas de ssDNA 3º 
e de permuta de fitas durante a recombinação melótica foram identificadas 
e caracterizadas. Experimentos genéticos indicam que várias outras proteínas 
também participam desse processo. Além disso, muitas proteínas parecem 
interagir com as enzimas de recombinação já conhecidas e é provável que 
atuem como grandes complexos de múltiplos componentes. Esses grandes 
complexos de proteina-DNA, conhecidos como fábricas de recombina- 
ção, podem ser visualizados nas células. Por exemplo, a colocalização de 
RadS1 e Dmcl nessas fábricas, durante a meiose, é mostrada na Figura 11-24. 

Várias outras proteínas estão envolvidas com Rad51 para auxiliar a pro- 
mover à recombinação e o reparo de DSB. Rad52 é outra proteína essencial de 
recombinação que interage com RadS1. Rad52 atua na promoção da monta- 
gem de filamentos de DNA de Rad51, a forma ativa de Rad51. Ela realiza isso 
ao antagonizar a atuação de RPA, a principal proteína de ligação ao ssDNA 
presente nas células eucarióticas. Neste aspecto, Rad52 assemelha-se à pro- 
teina RecBCD de E. coli, a qual, como se viu, auxilia no posicionamento de 
RecA no ssDNA que poderia, de outra maneira, ser ocupado por SSB. A pro- 


Rad51 sobreposição Dmc1 


FIGURA 11-24 Colocalização das proteínas Rad51 e Dmc1 nas “fábricas de re- 
combinação” de células em meiose. As proteinas foram detectadas por imunofluorescência 
com anticorpos marcados contra Rad51 (verde) e Dmc1 (vermelho). Quando há colocalização 
das duas proteinas, as imagens sobrepostas formam uma figura amarela. (Reproduzida, com 
permissão, de Shinohara M. et al. 2000. Proc. Natl. Acad. Sci 97: 10814-10819, Fig. 1A. O 
National Academy of Sciences.) 
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CONEXÕES CLÍNICAS 


Quadro 11-2 O produto do gene supressor de tumor BRCA2 interage com a proteina Rad51 e controla a 


estabilidade do genoma 


O gene BRCA2 é importante para a manutenção da estabili- 
dade do genoma. Em seres humanos, mutações em BRCAZ 
são consideradas responsáveis por metade dos tumores de 
mama famíliais. Essa predisposição ao câncer parece ser 
atribuída, pelo menos em parte, ao papel direto da proteina 
BRCA2 no reparo de DSB mediado por Rad51. Quando as cé- 
lulas são submetidas a agentes que danificam o DNA, focos 
de Rad51 são montados como pré-requisito aparente para 
a ativação das funções de reparo. Células com defeitos em 
BRCA2 não conseguem montar esses focos nos núcleos das 


células danificadas e apresentam um defeito correspondente 
no reparo de quebras no DNA. BRCA2 faz contatos diretos 
proteina-proteina com Rad51 (ver Fig. 1, neste quadro), e es- 
sas interações são provavelmente importantes para o recru- 
tamento de Rad51 para a localização celular adequada para 
o reparo, bem como para a modulação da atividade da pro- 
teina. Portanto, o forte fenótipo associado a mutações em 
BRCA2 ilustra a importância central do reparo de DSB e da 
recombinação homóloga dependente de Rad51 em eucario- 
tos, incluindo seres humanos. 


QUADRO 11-2 FIGURA 1 Estrutura do complexo en- c 
tre Rad51 e motivos repetidos de BRCAZ. Vários estudos 
bioquímicos e estruturais mostraram que regiões específi- 
cas de BRCA2, sequências repetidas conservadas conhecidas 
como motivos BRC, são os principais sitios de interação com 
Rad51. Um desses motivos, a repetição 4 de BRC (BRC4), 
liga-se a Rad51 com alta afinidade. Análises estruturais re- 
velaram mais precisamente como BRC4 forma um complexo 
com Rad51. Nesta visão, as a-hélices de Rad51 são mostra- 
das em roxo e as folhas B, em azul, enquanto o peptídeo 
de sequências repetidas BRC é mostrado em verde. As ex- 
tremidades amino e carboxi terminais estão marcadas em 
cada sequência. (Reproduzida, com permissão, de Pellegrini 
L. et al. 2002. Nature 420: 287-293, Fig. 1a. © Macmillan.) 


teína Rad52 também promove o anelamento e o pareamento de bases de mo- 
léculas de ssDNA complementares, e essa atividade também pode contribuir 
para as reações de pareamento de fitas que ocorrem durante a iniciação da 
recombinação. O produto do gene BRCA2 também participa do reparo de DSB 
mediado por Rad51 (ver Quadro 11-2, O produto do gene supressor de tumor 
BRCA? interage com a proteína Rad51 e controla a estabilidade do genoma). 
Por analogia com as bactérias, acredita-se que as células eucarióticas co- 
difiquem proteínas que promovem as etapas de migração de ramificação e 
resolução da junção de Holliday da recombinação. De fato, as enzimas ca- 
pazes de realizar essas reações estão sendo identificadas e caracterizadas. Um 
complexo contendo uma proteína semelhante a RadS1, chamada RadS1C, e 
uma segunda proteína, chamada XRCC3, mostrou ter atividade de resolvase 
de junção de Holliday. Da mesma maneira, membros de uma família de enzi- 
mas — as helicases RecQ - exercem papéis fundamentais na recombinação ho- 
móloga durante o reparo de DSB e estão provavelmente envolvidos na meiose. 
Em seres humanos, por exemplo, um processo alternativo para resolver uma 
junção de Holliday dupla envolve uma helicase RecQ atuando em conjun- 
to com uma topoisomerase. Esse mecanismo, chamado dissolução de junção 
dupla, previne a permuta de sequências flanqueadoras. Três dessas helicases 
encontradas em seres humanos (BLM, WRN, RTS/RECQ4) estão associadas às 
síndromes de Bloom, de Werner e de Rothmund-Thomson, respectivamen- 
te, que causam predisposição ao envelhecimento precoce e/ou tumorigênese 
(ver Quadro 11-3, Proteínas associadas ao envelhecimento precoce e ao câncer 
promovem uma via alternativa para o processamento da junção de Holliday). 
Como visto, a recombinação meiótica alinha os cromossomos homólo- 
gos e promove a permuta genética entre eles. Essas reações de recombinação 
frequentemente promovem o crossing over entre os cromossomos parentais. 
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o processamento da junção de Holliday 


e 11-3 Proteinas associadas ao envelhecimento precoce e ao câncer promovem uma via alternativa para 


As DNA-helicases RecQ, conservadas desde bactérias até se- 

humanos, exercem papéis importantes nos estágios ini- 
is e tardios da recombinação homóloga. Especificamente, 
essas helicases podem processar e editar intermediários da 
recombinação, em geral resultando no colapso de moléculas 
ligadas antes do estabelecimento do intermediário da junção 


recombinação sem crossing over à custa da classe de eventos 
de crossing over (Fig. 1, neste quadro). Em seres humanos, 
o envelhecimento grave precoce e tumores variados estão 
associados a mutações de perda de função nos genes que 
codificam três dessas helicases - WRN, BLM e RTS/RECQ4 
(ver Tab. 1, neste quadro). 


de Holliday dupla. Como resultado, as helicases promovem 


QUADRO 11-3 FIGURA 1 Vias de recombinação com e sem crossing over. Na via com crossing over (via superior 
apresentada aqui), a resolvase de junção de Holliday (mostrada como uma tesoura) é montada na junção e cliva de maneira 
assimétrica para produzir os produtos de crossing over. Em contrapartida, na via sem crossing over (via inferior), a helicase da 
família RecQ (apontada pela seta verde) promove o anelamento de fita e a resolução dependentes de sintese. O mecanismo de 
ação parece ser que a atividade de helicase dessas enzimas separa as moléculas unidas inicialmente por proteínas de permuta 
de fita. Essa ação também pode deslizar a alça D ao longo do DNA e permitir que a fita invasora seja estendida pela DNA- 
«polimerase antes do colapso da molécula unida. (Adaptada e modificada, com permissão, de Zakharyevich K. et al. 2012. Cell 
149: 334-347, Fig. 7. O Elsevier) 


QUADRO 11-3 TABELA 1 Características clínicas de distúrbios de RecQ 


Sindrome (gene) Principais características clínicas Predisposição ao câncer 
Síndrome de Bloom Nanismo, nariz adunco, rosto fino, pigmentação, Início precoce com distribuição 
(BLM) vermelhidão e vasos sanguíneos dilatados na pele, retardo normal de tecido e tipo 
mental, diabetes tipo Il, imunodeficiência, problemas 
pulmonares, fertilidade baixa ou ausente 
Sindrome de Werner Cataratas bilaterais, rouquidão, alterações na pele, Início precoce de sarcomas primários. 
(WRN) membros finos, despigmentação/perda de cabelo precoce, e tumores mesenquimais 
caracteristicas faciais tensas, baixa estatura, osteoporose, 
hipogonadismo, diabetes, calcificação de tecidos moles 
Sindrome de Poiquilodermia, catarata juvenil, retardo do crescimento, Início precoce de osteossarcomas 
pata displasia esquelética, cabelo escasso, hipogonadismo 
(RECQ) 


Adaptada, com permissão, de Bernstein KA. et al. 2010. Annu. Rev. Genet. 44: 393-417, Tab. 1, p. 395. © Annual Reviews, 


Entretanto, deve-se ter em mente que, dependendo de como os intermediá- 
rios de recombinação nas junções de Holliday são resolvidos, a recombinação 
pelo sistema de reparo de DSB pode, também, originar produtos sem crossing 
over (ver anteriormente). Esses eventos também podem fornecer a função es- 
sencial de pareamento cromossômico, necessária para uma divisão meiótica 
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bem-sucedida e, ainda, não deixar alterações detectáveis na constituição ge- 
nética dos cromossomos. 

Porém, a recombinação sem crossing overs também pode apresentar conse- 
quências genéticas, como originar eventos de conversão gênica. A conversão 
gênica ocorre quando um alelo de um gene é perdido e substituído por um alelo 
alternativo. Exemplos de como a conversão gênica ocorre, tanto em células em 
crescimento mitótico como durante a meiose, são descritos nas seções seguintes. 


ALTERNÂNCIA DE TIPOS ACASALANTES 
(DE ACASALAMENTO) 


Além de promover o pareamento do DNA, o reparo do DNA e a permuta 
genética, a recombinação homóloga também pode servir para alterar uma se- 
quência de DNA em um local específico do cromossomo. Algumas vezes, esse 
tipo de recombinação é utilizado para controlar a expressão gênica. Por exem- 
plo, a recombinação controla os tipos acasalantes da levedura de brotamento 
S. cerevisiae pela alternância dos genes de acasalamento presentes em um local 
específico do genoma do organismo que está sendo expresso. 

S. cerevisiae é um eucarioto unicelular que exibe três diferentes tipos ce- 
lulares (ver Apêndice 1). Células haploides de S. cerevisiae podem ser de dois 
tipos acasalantes, a ou a. Além disso, quando uma célula do tipo a se aproxi- 
ma de uma célula do tipo a, elas podem fusionar (L.e., “acasalar”) para formar 
uma célula diploide a/a. A célula a/a pode, por sua vez, ser direcionada à 
meiose, formando duas células a haploides e duas células a haploides. 

Os genes de tipos acasalantes codificam reguladores de transcrição. Es- 
ses reguladores controlam a expressão de genes-alvo, cujos produtos definem 
cada tipo celular. Os genes de tipos acasalantes expressos em uma determina- 
da célula são encontrados no locus de tipo acasalante (locus MAT, mating- 
-type locus) dessa célula (Fig. 11-25). Assim, em células tipo a, o gene a1 está 
presente no locus MAT, enquanto em células do tipo a, os genes a1 e a2 estão 
presentes no locus MAT. Nas células diplóides, ambos os conjuntos de genes 
que controlam os tipos acasalantes são expressos. Os reguladores codificados 
pelos genes de tipos acasalantes, junto com outros encontrados nos três ti 
celulares, atuam em várias combinações para garantir que o padrão correto de 
genes seja expresso em cada tipo celular (ver Cap. 19). 


muto MATa + HMRa 
civagem pela 
a 
célula a Ya E va Ya 
muto MATa Fina 
cassete locus MAT cassete 
sienciado tipo a silenciado tipo a 


FIGURA 11-25 Loci genéticos que codificam a informação de tipos acasalantes. 
Apesar de existirem três loci para tipos acasalantes no cromossomo Il, apenas os genes do locus 
MAT são expressos, HML codifica uma cópia silenciosa dos genes a, enquanto HMR codifica uma 
cópia silenciosa dos genes a. Quando há recombinação entre MAT e HML, células a tornam-se a. 
Quando há recombinação entre MAT e HMR, células a tornam-se células a. (Adaptada, com per- 
missão, de Haber J.E. 1998. Annu. Rev. Genet. 32: 561-599, Fig. 3. © Annual Reviews.) 
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As células podem alternar seus tipos acasalantes por recombinação, como 
será descrito a seguir. Além dos genes a ou a presentes no locus MAT em 
cada célula, há ainda uma cópia adicional dos genes a e a presente (mas não 
expressa) em algum local do genoma. Essas cópias silenciosas adicionais são 
encontradas em loci chamados HMR e HML (Fig. 11-25). 

Esses loci HMR e HML são, portanto, conhecidos como cassetes silen- 
ciados. Sua função é atuar como um “depósito” de informação genética, que 
pode ser utilizado para alternar o tipo acasalante de uma célula. Essa alternân- 
cia requer a transferência da informação genética dos sítios HM para o locus 
MAT, por meio de recombinação homóloga. 


A alternância de tipos acasalantes é iniciada por 
uma quebra de dupla-fita sítio-específica 


A alteração de tipos acasalantes é iniciada pela introdução de uma DSB no locus 
MAT. Essa reação é realizada por uma enzima de clivagem do DNA especializa- 
da, chamada endonuclease HO. À expressão do gene HO é extremamente re- 
gulada para assegurar que a alternância ocorra apenas no momento adequado. 
Os mecanismos responsáveis por esta regulação são discutidos no Capítulo 19. 

A HO é uma endonuclease sequência-específica; os únicos sítios no cro- 
mossomo de levedura que contêm as sequências de reconhecimento de HO 
são os loci de tipos acasalantes. A clivagem por HO introduz uma quebra coe- 
siva no cromossomo. Ao contrário da clivagem de Spo11, a HO simplesmente 
hidrolisa o DNA e não permanece covalentemente ligada às fitas clivadas. 

A ressecção S' para 3º do DNA no sítio de quebra induzida por HO ocor- 
te pelo mesmo mecanismo utilizado na recombinação melótica. Assim, a 
ressecção depende do complexo proteína-MRX e é específica para fitas com 
extremidades 5'. Em contrapartida, as fitas com extremidades 3' são muito está- 
veis e não são submetidas à digestão de nuclease. Uma vez que as longas caudas 
de ssDNA 3º tenham sido geradas, elas associam-se às proteínas Rad51 e Rad52 
(e a outras proteinas que auxiliam na montagem do complexo proteina-DNA 
recombinogênico). Essas fitas cobertas com a proteína RadS1, então, procuram 
regiões de homologia cromossômica para iniciar a invasão de fita e a permuta 
genética. 

A alteração de tipos acasalantes é unidirecional. Ou seja, a informação 
da sequência (mas não o segmento de DNA) é “movida” para o locus MAT, a 
partir de HMR e HML, mas a informação nunca é transferida na outra direção. 
Assim, o locus MAT clivado é sempre o “receptor” durante a recombinação, e 
os sítios HMR e HML permanecem inalterados no processo de recombinação. 
Essa direcionalidade origina-se do fato de que a endonuclease HO não pode 
clivar a sequência de reconhecimento em HML nem em HMR, porque a estru- 
tura da cromatina torna esses sítios inacessíveis a essa enzima. 

As caudas de ssDNA 3' cobertas com Rad51 do locus MAT “escolhem” o 
DNA em um dos loci HMR ou HML para a invasão de fita. Caso a sequência 
de DNA em MAT seja a, a invasão ocorrerá em HML, o qual contém as cópias 
em “estoque” de sequências a. Em contrapartida, se os genes a estiverem pre- 
sentes em MAT, a invasão de fita ocorrerá em HMR, o locus que contém as 
sequências a armazenadas. Após a recombinação, a informação genética esco- 
lhida nos loci HM está presente também no locus MAT. Essa permuta genética 
ocorre sem que haja uma permuta recíproca de informação de MAT para os 
loci HR. Esse tipo de evento de recombinação não recíproco é um exemplo 
especializado de conversão gênica. 


A alternância de tipos acasalantes é um evento de 

conversão gênica não associado ao crossing over 

Embora o sistema de reparo de DSB pudesse explicar o mecanismo de alteração 
por recombinação de tipos acasalantes, evidências atuais indicam que, após a 
etapa de invasão de fita, esse sistema de recombinação diverge do mecanismo 
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de reparo de DSB. Um sinal de que o mecanismo é diferente é o fato de a classe 
de produtos de recombinação com crossing over nunca ser observada durante a 
alteração de tipos acasalantes. Deve-se ter em mente que, na via de reparo de 
DSB, a resolução de intermediários com junção de Holliday origina duas classes 
de produtos: os entrelaçados, ou produtos com crossing over, e os emendados, 
ou produtos sem crossing over (ver Fig. 11-3). De acordo com o modelo de repa- 
ro de DSB, pode-se prever que esses dois tipos de produtos ocorram em uma fre- 
quência semelhante; no entanto, os produtos com crossing over nunca são ob- 
servados na alternância de tipos acasalantes. Consequentemente, modelos de 
recombinação que não envolvem a resolução de intermediários de junções de 
Holliday são mais adequados para explicar a alternância de tipos acasalantes. 

Para explicar a conversão gênica sem o crossing over, foi proposto um novo 
modelo de recombinação denominado anelamento de fita dependente 
de síntese (SDSA, synthesis-dependent strand annealing). A Figura 11-26 mos- 
tra como a alternância de tipos acasalantes pode ocorrer por esse mecanis- 
mo. O evento iniciador é a introdução de uma DSB no sítio de recombinação 
(Fig. 11-26). Após a ressecção 5' para 3' e a invasão de fita (Fig. 11-26b,c), a 
extremidade 3' invasora serve como iniciadora de uma nova síntese de DNA 
em uma região de homologia flanqueando Ya e continua copiando a sequên- 
cia Ya (Fig. 11-26c,d). É notável que, ao contrário do que ocorre durante a via 
de reparo de DSB, uma forquilha de replicação completa é montada nesse sítio. 

Ao contrário da replicação de DNA normal, entretanto, as fitas recém-sin- 
tetizadas são deslocadas do molde e anelam com a segunda extremidade 5' 
clivada. Assim que a etapa de anelamento ocorre, a longa cauda 3' corres- 
pondente (fita inferior na Fig. 11-26d) é cortada por uma endonuclease, e a 
nova extremidade 3' é usada para iniciar, estender e copiar a segunda fita de 
sequências Ya (Fig. 11-26e,f). Como resultado, um novo segmento de DNA de 
dupla-fita é sintetizado, ligado ao sítio de DNA originalmente clivado por HO 
e resseccionado por MRX. Esse novo segmento possui a sequência do segmen- 
to de DNA usado como molde (HMRa na Fig. 11-26). 

A seguir, o DNA recém-sintetizado - uma cópia exata da informação na 
molécula de DNA parceira - substitui a informação original. Esse mecanismo 
explica muito bem como a conversão gênica ocorre sem a necessidade de clivar 
a junção de Holliday. Com esse modelo, a ausência de produtos com crossing 
over durante a recombinação de tipos acasalantes não é mais um mistério. 


CONSEQUÊNCIAS GENÉTICAS DO MECANISMO 
DE RECOMBINAÇÃO HOMÓLOGA 


Como foi discutido no início deste capítulo, os primeiros modelos do meca- 
nismo de recombinação homóloga foram formulados com o objetivo prin- 
cipal de explicar as consequências genéticas do processo. Agora que foram 
compreendidas as etapas básicas envolvidas na recombinação, é interessante 
revisar como o processo de recombinação homóloga altera as moléculas de 
DNA, gerando alterações genéticas específicas. 

Uma característica central da recombinação homóloga é que ela pode 
ocorrer entre duas regiões de DNA quaisquer, independentemente da sequên- 
cia, desde que essas regiões sejam suficientemente semelhantes. Atualmente 
sabemos porque isto acontece: nenhuma das etapas da recombinação ho- 
móloga requer o reconhecimento de uma sequência de DNA altamente es- 
pecífica. Para etapas que possuem alguma preferência de sequência (como a 
transformação de RecBCD por sítios Chi e a clivagem do DNA pela proteína 
RuvC), as sequências preferidas são bastante comuns. A etapa determinante 
da recombinação entre duas moléculas de DNA ocorre quando uma proteína 
de permuta de fitas da família de RecA realiza o pareamento bem-sucedido 
entre essas moléculas, um processo comandado apenas pela capacidade nor- 
mal de as fitas de DNA formarem pares de bases apropriados. 
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FIGURA 11-26 Modelo de recom- 
binação para troca de tipos acasa- 
lantes: anelamento de fita depen- 
dente de sintese (SDSA). A sequência 
de etapas que levam à conversão gênica 
no locus MAT é mostrada (ver texto para 
detalhes). As regiões HMR e MAT são 
mostradas em verde; a região de HMR 
que codifica a informação de a está repre- 
sentada em verde-escuro; e a região de 
MAT que codifica a informação de a está 
representada em verde-claro. Após a fina- 
lização do processo de SDSA, a região a 
originalmente presente em MAT foi subs- 
tituída pela (convertida para a) informa- 
ção a, presente na região HMR. 
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Uma consequência do fato de a recombinação ser em geral independen- 
te da sequência é que a frequência da recombinação entre dois genes quais- 
quer é, na maioria das vezes, proporcional à distância entre esses genes. Essa 
proporcionalidade é observada porque as diferentes regiões de DNA têm a 
mesma probabilidade de serem usadas como iniciadoras em um evento de 
recombinação. Esse aspecto fundamental da recombinação homóloga é o 
que possibilita utilizar as frequências de recombinação para gerar mapas ge- 
néticos úteis que apresentem a ordem e o espaçamento dos genes ao longo 
de um cromossomo. 

As distorções nos mapas genéticos, em comparação aos mapas físicos, 
ocorrem quando uma região de DNA não apresenta a probabilidade “média” 
de participar da recombinação (Fig. 11-27). As regiões com probabilidade 
mais elevada do que a média são “sítios preferenciais” (ou “hot spots”), en- 
quanto as regiões que participam em proporções abaixo da média são “frias”. 
Portanto, dois genes que apresentam um sítio preferencial entre eles estarão 
mais distantes em um mapa genético do que na realidade estão no mapa físi- 
co da mesma região. Em contrapartida, genes separados por uma região “fria” 
parecem mais próximos pelo mapeamento genético do que realmente estão 
pelas distâncias físicas. Foram encontrados dois exemplos para a explicação 
molecular de sítios quentes e frios nos cromossomos. As regiões próximas aos 
sítios de clivagem Chi e de Spol1 apresentam probabilidade maior do que a 
média de iniciar um evento de recombinação e são “quentes”, enquanto as 
regiões que apresentam poucos destes sítios são correspondentemente “frias”. 


Uma causa da conversão gênica é o reparo 
do DNA durante a recombinação 


Outra consequência genética da recombinação homóloga é a conversão 
gênica. O conceito de conversão gênica foi introduzido durante o estudo 
dos eventos especializados de recombinação, responsáveis pela alternância 
de tipos acasalantes da levedura. Entretanto, a conversão gênica também é 
comumente observada durante os eventos normais de recombinação homó- 
loga, como a permuta genética em bactérias e o pareamento cromossômico 
durante a meiose. 

Para ilustrar a conversão gênica durante a recombinação meiótica, con- 
sidere uma célula em meiose que apresenta o alelo A em um homólogo e o 
alelo a no outro. Após a replicação do DNA, quatro cópias desse gene estarão 
presentes, e o genótipo seria AAaa. Na ausência de conversão gênica, dois 
gametas carregando o alelo A e dois gametas carregando o alelo a seriam ge- 
rados. Se, em vez disso, gametas com o genótipo A a a a (ou A A A a) forem 
formados, então um evento de conversão gênica terá ocorrido, no qual uma 
cópia do gene A foi convertido em a (ou vice-versa). Como isso ocorre? 

Existem duas maneiras pelas quais a conversão gênica pode ocorrer du- 
tante o sistema de reparo de DSB. Primeiro, considere o que aconteceria se o 
gene A estivesse muito próximo do sítio de DSB. Neste caso, quando as cau- 
das de ssDNA 3' invadissem os dúplices homólogos e fossem alongadas, elas 
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FIGURA 11-27 Comparação entre 
os mapas genético e físico de uma re- 
gião cromossômica típica de levedu- 
ra. Os marcadores mostram a localização 
de vários genes. Observa-se que o mapa 
genético é contraído na região entre Spo7 
e Cdc15 devido a uma baixa frequência 
de crossing over. Em contrapartida, na 
região entre Cdc15 e FLO1, o mapa ge- 
nético é expandido devido a uma alta 
frequência de crossing over. (Adaptada, 
com permissão, de Alberts B, et al. 2002. 
Molecular biology of the cell, 4th ed., 
p. 1138, Fig. 20-14. O Garland Science/ 
Taylor & Francis LLC.) 
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FIGURA 11-28 O reparo de mal- 
pareamentos do heterodúplex de 
DNA nos intermediários de recombi- 
nação pode levar à conversão gênica. 
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poderiam copiar a informação a, que substituíria a informação A no produto 
cromossômico após o término da recombinação (ver Fig. 11-4d). 

O segundo mecanismo de conversão gênica envolve o reparo de bases 
malpareadas que ocorre nos intermediários de recombinação. Por exemplo, se 
a invasão de fita ou a migração de ramificação incluírem o gene A/a, será for- 
mado um segmento de DNA heterodúplex contendo a sequência A em uma 
fita e a sequência a na outra fita (Fig. 11-28; ver também Fig. 11-2d, detalhe). 
Essa região de DNA contendo bases malpareadas poderia ser reconhecida e so- 
frer a ação das enzimas de reparo de malpareamento (discutidas no Cap. 10). 
Essas enzimas são especializadas na correção de malpareamentos entre as 
bases do DNA. Quando elas detectam um par de bases errôneo, removem uma 
pequena região de DNA de uma das duas fitas. A seguir, uma DNA-polimerase 
de reparo preenche a lacuna, agora com a sequência corretamente pareada. 
Quando atuam sobre intermediários de recombinação, as enzimas de repa- 
ro de malpareamentos escolherão, de forma aleatória, a fita a ser corrigida. 
Portanto, após sua ação, ambas as fitas irão conter a sequência que codifica a 
informação À ou a informação a (dependendo de qual das fitas foi “corrigida” 
pelas enzimas de reparo), e a conversão gênica será observada. 


A recombinação homóloga ocorre em todos os organismos, 


permitindo a permuta genética, o rearranjo de genes ao longo 
dos cromossomos e o reparo de fitas de DNA clivadas e de for- 
quilhas de replicação obstruídas. O processo de recombinação 


envolve a quebra e a religação de moléculas de DNA. O sistema 
de reparo de dupla-fita da recombinação homóloga descreve 
bem muitos eventos de recombinação. Segundo esse modelo, 
a iniciação da permuta requer que uma das duas moléculas de 
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DNA homólogas apresente uma quebra de dupla-fita. As extre- 
midades de DNA quebradas são processadas por enzimas que 
degradam o DNA, gerando segmentos de DNA de fita simples. 
Essas regiões de fita simples participam do pareamento com o 
parceiro de DNA homólogo. Uma vez que o pareamento tenha 
ocorrido, as duas moléculas de DNA são unidas por uma estru- 
tura ramificada no DNA, chamada junção de Holliday. A cliva- 
gem do DNA na junção de Holliday resolve a junção e finaliza 
a recombinação. As junções de Holliday podem ser clivadas 
de duas maneiras alternativas. Uma delas gera produtos com 
crossing over, nos quais regiões das duas moléculas de DNA pa- 
rentais são covalentemente ligadas. A maneira alternativa de 
clivagem da junção gera uma “emenda” de DNA recombina- 
do, mas não resulta em crossing over. 

As células codificam enzimas que catalisam todas as eta- 
pas da recombinação homóloga. As enzimas fundamentais são 
as proteínas de permuta de fitas, Destas, a RecA de E. coli é o 
exemplo principal; proteínas semelhantes à RecA são encon- 
tradas em todos os organismos. As proteínas de permuta de 
fitas semelhantes à RecA promovem a busca por sequências 
homólogas entre duas moléculas de DNA e a permuta de fitas 
de DNA dentro dos intermediários de recombinação. A RecA 
atua como um grande complexo proteina-DNA, conhecido 
como filamento de RecA. As células eucarióticas codificam 
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Outras enzimas de recombinação importantes são as que cli- 
vam o DNA, gerando quebras de dupla-fita no DNA para ini- 
ciar a recombinação; essas proteínas parecem ser encontradas 
apenas em eucariotos e incluem Spo11 e HO. As nucleases que 
processam o DNA no sítio da quebra para gerar as regiões de 
fita simples necessárias ao processo incluem a enzima RecBCD 
dos procariotos e o complexo enzima-MRK dos eucariotos. 
Outras enzimas promovem o deslocamento (migração de ra- 
mificação) e a clivagem (resolução) das junções de Holliday. 
Durante a meiose, a recombinação é essencial para o pa- 
reamento correto dos cromossomos homólogos antes da pri- 
meira divisão nuclear. Portanto, a recombinação é altamente 
regulada para assegurar que ocorra em todos os cromossomos. 
A enzima de clivagem de DNA Spo11 e a proteína de permuta 
de fitas Dmc1 estão envolvidas especificamente nessas reações 
de recombinação. Algumas vezes, a recombinação homóloga 
também é utilizada para controlar a expressão gênica, À alter- 
nância de tipos acasalantes de levedura é um excelente exem- 
plo desse tipo de regulação; ela também é um exemplo de 
conversão gênica. A análise do mecanismo de alteração de ti- 
pos acasalantes revelou uma nova classe de modelos para des- 
crever alguns eventos de recombinação homóloga chamados 
anelamento de fita dependente de sintese. Esse mecanismo dá 
origem a produtos de troca genética do tipo conversão gênica, 


duas proteinas de permuta de fitas, chamadas RadS1 e Dmcl. mas não resulta em crossing over. 
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QUESTÕES 


Para respostas de questões de número par, ver Apêndice 2: Respostas. 


Questão 1. Explique duas maneiras pelas quais a replicação 
do DNA pode introduzir quebras de dupla-fita (DSBs) em um 
molde de DNA. 


Questão 2. Você está considerando dois alelos de um gene 
específico. Descreva qual característica em relação ao DNA dis- 
tingue um alelo do outro. Os dois alelos são homólogos? 


Questão 3. Após a formação de uma DSB, enzimas proces- 
sam o DNA de dupla-fita formando um DNA de fita simples, 
como mostrado na Figura 11-4b. Existe alguma diferença se a 
ressecção ocorrer na direção $' para 3' ou na direção 3' para 
5"? Explique sua resposta. 


Questão 4, A figura a seguir mostra as três primeiras etapas do 
reparo de DSB por recombinação homóloga com alguns erros. 
Liste o(s) erro(s), explique por que cada erro é um problema, e 
diga como o(s) erro(s) deveria(m) (ou poderiafm]) ser corrigido(s. 


Questão 5. O que significa o termo heterodúplex de DNA? 


Questão 6. Liste as diferentes atividades enzimáticas catalisa- 
das por RecBCD e descreva o significado de cada atividade nas 
etapas da recombinação homóloga (pela via de reparo de DSB). 


Questão 7. Explique por que a permuta de fita dependente 
de RecA não pode ocorrer entre duas moléculas de DNA de 
dupla-tita, homólogas, circulares e covalentemente fechadas 
(cceDNAS), mas pode ocorrer entre as duas moléculas de DNA 
de dupla-fita representadas na Figura 11-8c. 


Questão 8. Usando o substrato de DNA da junção de Holli- 
day apresentada a seguir (com extremidade 5' marcada com 
*P), proponha um ensaio que possa ter sido utilizado por 
pesquisadores para determinar a ligação da proteína RuvA ao 
substrato de DNA. Proponha uma modificação no substrato 
de DNA para usar como controle negativo que demonstre um 
aspecto da especificidade da ligação de RuvA. (A, B, C e D são 
marcadores para os fragmentos de ssDNA únicos que foram 
usados para montar o substrato.) 
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Questão 9. Explique o papel mais significativo da recom- 
binação homóloga em eucariotos que não é encontrado em 
procariotos, 


Questão 10. Descreva brevemente como as células geram a 
DSB necessária para iniciar a recombinação homóloga meióti- 
ca em eucariotos. 


Questão 11. Defina conversão gênica e dê um exemplo de 
um mecanismo que explique como a conversão gênica ocorre. 


Questão 12. Compare o anelamento de fita dependente de 
síntese (SDSA) usado na troca de tipos acasalantes com a re- 
combinação homóloga para reparo de DSB. 


Questão 13. Explique por que a recombinação homóloga por 
reparo de DSB pode ocorrer entre duas moléculas de DNA quais- 
quer que compartilham homologia em vez de apenas entre 
duas moléculas de DNA que possuem uma sequência específica. 


Questão 14. Pesquisadores caracterizaram uma proteína hu- 
mana que contribui para a resolução de junções de Holliday. 
Eles purificaram e utilizaram a proteína em um ensaio com o 
substrato de DNA apresentado a seguir, à esquerda. Cada uma 
das quatro fitas de DNA (A, B, C, D) possui 60 nucleotídeos 
(nt), e apenas a fita de DNA A possui a extremidade 5' marcada 
com “P. Os pesquisadores montaram três reações com o subs- 
trato de DNA, incubando-o (1) sem proteina, (2) com a pro- 
teína purificada (Proteína X), e (3) com RecA (como controle). 
Os produtos de cada reação foram corridos em canaletas sepa- 
tadas de um gel de poliacrilamida em condições desnaturantes, 
Um autorradiograma do gel é apresentado a seguir, à direita. 


gel desnaturante 


Reca 
Proteina X 


aim 


A. Considerando esses dados, proponha uma função para à 
Proteína X. 

B. Com base em sua resposta para A, essa proteína possui 
atividade semelhante a qual proteína de E. coli? 
Dados adaptados de Rass et al. (2010. Genes Dev. 24: 1559- 

1569). 
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anteriores, a replicação, o reparo e a recombinação homóloga do DNA 

ocorrem com alta fidelidade. Esse processos asseguram que o genoma 
de um organismo permaneça praticamente idêntico de uma geração para ou- 
tra. Entretanto, existem outros processos genéticos igualmente importantes 
que rearranjam as sequências de DNA, originando uma estrutura genômica 
mais dinâmica. Esses processos são o tema deste capítulo. 

Duas classes de recombinação genética - a recombinação sítio-es- 
pecífica conservativa (CSSR, conservative site-specific recombination) e a 
recombinação por transposição (geralmente chamada transposição) 
- são responsáveis por muitos rearranjos importantes no DNA. A CSSR é a 
recombinação entre dois elementos com sequências definidas (Fig. 12-1). 
A transposição, em contrapartida, é a recombinação entre sequências espe- 
cíficas e sítios não específicos no DNA. Os processos biológicos promovidos 
por essas reações de recombinação incluem a inserção de genomas virais no 
DNA da célula hospedeira durante a infecção, a inversão de segmentos de 
DNA para alterar sua estrutura gênica e o deslocamento de elementos de 
transposição - frequentemente chamados de genes “saltadores” - de um 
sítio cromossômico para outro. 

O impacto desses rearranjos de DNA sobre a estrutura e a função dos cro- 
mossomos é profundo. Em muitos organismos, a transposição é a principal 
causa de mutações espontâneas, e praticamente metade do genoma humano 
consiste em sequências derivadas de elementos de transposição (embora a 
maioria dos elementos esteja inativo atualmente ). Além disso, como será visto, 
tanto a infecção viral quanto o desenvolvimento do sistema imunológico de 
vertebrados dependem decisivamente desses rearranjos de DNA especializados. 

A recombinação sítio-específica conservativa e a transposição compar- 
tilham características mecanísticas fundamentais. As proteinas conhecidas 
como recombinases reconhecem, na molécula de DNA, as sequências es- 
pecíficas nas quais ocorrerá recombinação genética. A recombinase aproxima 
esses sítios específicos, formando um complexo proteina-DNA como uma 
ponte que une os dois sítios de DNA, conhecido como complexo sináptico. 
No complexo sináptico, a recombinase catalisa a clivagem e a religação das 
moléculas de DNA, invertendo um segmento de DNA ou deslocando um seg- 
mento para um novo sítio. Normalmente, uma única proteína recombinase é 
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FIGURA 12-1 As duas classes de 
recombinação genética. (Painel su- 
perior) Exemplo de recombinação sitio- 
«especifica. Aqui, a recombinação entre 
os sítios de recombinação azul e vermelho 
leva à inversão do segmento de DNA que 
contém os genes A e B. (Painel inferior) 
Exemplo de transposição em que o ele- 
mento de transposição vermelho sai do 
DNA cinza e insere-se em um sítio não 
relacionado, no DNA azul. 
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responsável por todas essas etapas. Ambos os tipos de recombinação também 
são cuidadosamente controlados, de maneira que o risco de introdução de 
quebras no DNA e o rearranjo de segmentos de DNA de maneira distinta da- 
quela pretendida são minimizados. Como será visto, entretanto, os dois tipos 
de recombinação também apresentam diferenças mecanísticas fundamentais. 
Nas seções seguintes, serão discutidas, primeiramente, as reações de re- 
combinação sítio-específicas mais simples, seguidas pela discussão sobre trans- 
posição. Cada uma dessas seções está organizada para descrever as caracteris- 
ticas gerais do mecanismo e, a seguir, fornecer alguns exemplos específicos. 


RECOMBINAÇÃO SÍTIO-ESPECÍFICA CONSERVATIVA 


A recombinação sítio-específica ocorre em 
sequências específicas no DNA-alvo 


A recombinação sítio-específica conservativa (CSSR) é responsável por muitas 
reações nas quais um segmento definido de DNA é rearranjado. Uma caracte- 
rística fundamental dessas reações é que o segmento de DNA que será desloca- 
do contém elementos de sequência curtos, chamados sítios de recombina- 
ção, ande ocorre a troca de DNA. Um exemplo desse tipo de recombinação é 
a integração do genoma do bacteriófago à no DNA cromossômico bacteriano 
(Fig. 12-2 e Apêndice 1). 

Durante a integração à, a recombinação sempre ocorre exatamente na 
mesma sequência nucleotídica nos dois sítios de recombinação, um no DNA 
do fago e o outro no DNA da bactéria. Os sítios de recombinação contêm duas 
classes de elementos de sequência: sequências especificamente ligadas pelas 
recombinases e sequências onde ocorre a clivagem e a religação do DNA. Os 
sítios de recombinação são, frequentemente, muito curtos - com 20 pb ou 
menos -, embora, às vezes, possam ser muito mais longos e apresentar se- 
quências adicionais, nas quais se ligam proteínas. Os exemplos de sítios de 
recombinação mais complexos serão discutidos quando forem discutidos 
exemplos específicos de recombinação. 
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A CSSR pode gerar três tipos diferentes de rearranjos de DNA (Fig. 12-3): 
(1) inserção de um segmento de DNA em um sítio específico (como ocorre 
durante à integração do DNA do bacteriófago A), (2) remoção, ou deleção, de 
um segmento de DNA, ou (3) inversão de um segmento de DNA. O resulta- 
do da recombinação - inserção, remoção ou inversão do DNA - depende da 
organização dos sítios de reconhecimento da recombinase na molécula (ou 
moléculas) de DNA que participa(m) do processo. 

Para entender como a organização dos sítios de recombinação determina o 
tipo de rearranjo de DNA, deve-se analisar os elementos de sequência dos sítios 
de recombinação de maneira mais detalhada (Fig. 12-4). Cada sítio de recombi- 
nação está organizado como um par de sequências de reconhecimento da 
recombinase, posicionadas de forma simétrica. Essas sequências de reconheci- 
mento flanqueiam uma pequena sequência assimétrica central, conhecida como 
região de crossing over, onde ocorrem a clivagem e a religação do DNA. 

Como a região de crossing over é assimétrica, um determinado sítio de 
recombinação sempre apresenta uma polaridade definida. As orientações dos 
dois sítios presentes em uma única molécula de DNA serão relacionadas entre 
si como uma repetição invertida ou uma repetição direta. A recombi- 
nação entre dois sítios invertidos inverterá o segmento de DNA entre os dois 
sítios (Fig. 12-3, painel à direita). Em contrapartida, a recombinação pelo mes- 
mo mecanismo, porém, entre sítios de repetição direta, removerá o segmento 
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FIGURA 12-2 Integração do ge- 
noma de À no cromossomo da célula 
hospedeira. A troca de DNA ocorre es- 
pecificamente entre os sítios de recom- 
binação nas duas moléculas de DNA, Os 
comprimentos relativos dos cromossomos 
de à e da célula não estão mostrados em 
escala. 
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FIGURA 12-3 Os três tipos de recombinação CSSR. Em cada caso, o segmento de 
DNA em vermelho é movido ou rearranjado durante a recombinação. A, B, C, D, X e Y repre- 
sentam os genes presentes nos diferentes segmentos de DNA. Os segmentos em vermelho- 
«escuro e azul-escuro são as sequências de reconhecimento da recombinase, e os segmentos 
pretos com pontas de seta brancas são as regiões de crossing over. Juntos, esses elementos de 
sequência formam os sítios de recombinação. 
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FIGURA 12-4 Estruturas envolvi- 
das na CSSR. O par de sequências simé- 
tricas de reconhecimento da recombinase 
flanqueia a região de crossing over, onde 
ocorre a recombinação. As subunidades 
da recombinase ligam-se nesses sitios de 
reconhecimento. Pode-se observar que a 
sequência da região de crossing over não 
é palindrômica, resultando em uma assi- 
metria intrínseca dos sítios de recombina- 
são. (Adaptada, com permissão, de Craig 
N. et al. 2002. Mobile DNA II, p. 4, Fig. 1. 
© ASM Press) 
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de DNA entre esses dois sítios (Fig. 12-3, painel do centro). Finalmente, a 
inserção ocorre especificamente quando os sítios de recombinação de duas 
moléculas diferentes são aproximados para a troca de DNA (Fig. 12-3, painel 
à esquerda). Os exemplos desses três tipos de rearranjos serão considerados a 
seguir, após uma discussão geral sobre as recombinases. 


Recombinases sítio-específicas clivam e religam o DNA 
por meio de um intermediário proteína-DNA covalente 


Existem duas famílias de recombinases sítio-específicas conservativas: as seri- 
no-recombinases e as tirosino-recombinases, A formação de um inter- 
mediário proteína-DNA covalente durante a clivagem do DNA é fundamental 
para o mecanismo utilizado por ambas as famílias. Nas serino-recombinases, 
a cadeia lateral de um resíduo de serina, presente no sítio ativo da proteína, 
ataca uma ligação fosfodiéster específica no sítio de recombinação (Fig. 12-5). 
Essa reação introduz uma quebra de fita simples no DNA e, simultaneamente, 
origina uma ligação covalente entre o resíduo de serina e um fosfato desse 
sítio de clivagem do DNA. Da mesma maneira, nas tirosino-recombinases, é 
a cadeia lateral de um resíduo de tirosina do sítio ativo que ataca e se liga ao 
DNA. A Tabela 12-1 classifica várias recombinases importantes por família e 
função biológica. 

O intermediário proteina-DNA covalente conserva a energia da ligação 
fosfodiéster clivada na ligação proteína-DNA. Como resultado, as fitas de 
DNA podem ser religadas pela reversão do processo de clivagem. Para a rever- 
são, um grupo OH do DNA clivado ataca a ligação covalente entre a proteína 
e o DNA. Esse processo liga covalentemente a quebra do DNA e restaura a 
recombinase livre (não ligada ao DNA) (ver Fig. 12-5). 
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FIGURA 12-5 Mecanismo do intermediário covalente utilizado pelas serino e tiro- 
sino-recombinases. Aqui, é mostrado um grupo OH de uma serina do sítio ativo da enzima 
que ataca o fosfato, introduzindo uma quebra de fita simples no sitio de recombinação. O gru- 
po OH liberado na quebra do DNA pode atacar novamente a ligação covalente proteina-DNA 
para reverter essa reação de clivagem, religar o DNA e liberar a proteina, (Azul) Recombinase, 
marcada como Rec. 


Essa característica mecanicista é que contribui com o termo “conserva- 
tiva” no nome CSSR: ela é chamada de conservativa porque cada ligação do 
DNA que é quebrada durante a reação é restabelecida pela recombinase. Ne- 
nhuma energia externa, como a liberada pela hidrólise de ATP, é necessária 
para a clivagem e a religação do DNA por essas proteínas. Esse mecanismo de 
clivagem, com o intermediário covalente, não é exclusivo das recombinases. 
As DNA topoisomerases (ver Cap. 4) e a Spo11, a proteína que introduz que- 
bras de dupla-fita no DNA para iniciar a recombinação homóloga durante a 
meiose (ver Cap. 11), utilizam esse mecanismo. 


TABELA 12-1 Recombinases classificadas por família e por função 


Recombinase Função 
Família serina 
InvertaseHinde  Inverte uma região cromossômica para deslocar um 
Salmonella promotor gênico pelo reconhecimento dos sitios hix. 
Permite a expressão de dois antígenos de superficie 
distintos. 
Resolvases do Promovem uma reação de deleção de DNA para resolver o 
transposon Tn3 evento de fusão que resulta da transposição replicativa, 
e Os sítios de recombinação são chamados sítios res. 
Família tirosina 
Integrase do Promove a integração e a excisão de DNA do genoma do 
bacteriófago à fago à para uma sequência específica do cromossomo de 
E. coli. Os sítios de recombinação são chamados sítios att. 
Cre do fago P1 Promove a circularização do DNA do fago durante a infecção 
pelo reconhecimento de sítios (chamados sítios lox) no 
DNA do fago. 
XerC e XerD de Promovem várias reações de deleção de DNA que convertem 
E. coli moléculas diméricas de DNA circular em monômeros. 
Reconhecem os sítios localizados nos plasmídeos (cer) e 
no cromossomo (dif). 
FLP de levedura Inverte uma região do plasmídeo 2 p de levedura para 


permitir uma reação de amplificação de DNA, chamada 
replicação por círculo rolante. Os sítios de recombinação 
são chamados sítios frt. 
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FIGURA 12-6 Recombinação por 
uma serino-recombinase. Cada uma 
das quatro fitas de DNA é ciivada den- 
tro da região de crossing over por uma 
subunidade da proteina. Essas subuni- 
dades são marcadas por R1, R2, R3 e R4. 
A clivagem de cada uma das duas fitas 
de um dúplex é alternada por duas bases. 
Essa região de duas bases forma um dú- 
plex híbrido nos produtos recombinantes. 
Os sítios de recombinação são similares 
aos mostrados na Figura 12-4. 
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As serino-recombinases introduzem quebras de dupla-fita 
no DNA e permutam as fitas para realizar a recombinação 


A CSSR sempre ocorre entre dois sítios de recombinação. Como foi visto an- 
teriormente, esses sítios podem estar na mesma molécula de DNA (para in- 
versão ou remoção) ou em duas moléculas diferentes (para integração). Cada 
sítio de recombinação é composto por DNA de dupla-fita. Portanto, durante a 
recombinação, quatro fitas simples de DNA (duas de cada dúplex) devem ser 
clivadas e, depois, religadas — desta vez com uma fita parceira diferente - para 
gerar o DNA rearranjado. 

As serino-recombinases clivam as quatro fitas antes da permuta de fi- 
tas (Fig. 12-6). Uma molécula da proteína recombinase promove cada uma 
dessas reações de clivagem; portanto, são necessárias quatro subunidades de 
recombinase. 

Essas quebras de dupla-fita nas moléculas de DNA parentais geram qua- 
tro segmentos de DNA de dupla-fita (marcados pelas proteínas ligadas a eles 
como R1, R2, R3 e R4 na Fig. 12-6). Para que a recombinação ocorra, O seg- 
mento R2 da molécula de DNA da parte superior deve recombinar com o 
segmento R3 da molécula de DNA inferior. Da mesma maneira, o segmento 
RI da molécula superior deve recombinar com o segmento R4 da molécula de 
DNA da parte inferior. Uma vez que essa “permuta” de DNA tenha ocorrido, 
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as extremidades 3'-OH de cada uma das fitas de DNA clivadas podem atacar 
a ligação recombinase-DNA em seu novo segmento parceiro. Como discutido 
anteriormente, essa reação libera a recombinase e liga covalentemente as fitas 
de DNA, originando um produto de DNA rearranjado. 


A estrutura do complexo serino-recombinase-DNA indica 
que as subunidades giram para realizar a permuta de fita 


A estrutura de um complexo serino-recombinase-DNA no processo de recom- 
binação fornece uma visão de como a permuta de fitas de DNA é fisicamente 
coordenada. O complexo contém quatro subunidades da recombinase, e duas 
moléculas de DNA dupla-fita clivadas. A ligação covalente entre a serina do sí- 
tio ativo de cada subunidade da recombinase e os fosfatos 5' do DNA de cada 
meio sítio de recombinação é claramente visível. Cada uma dessas ligações, 
por sua vez, deixa uma extremidade 3'-OH livre no DNA que pode participar 
da permuta de fita. 

A característica mais drástica da estrutura é a grande interface plana entre 
os dimeros “superior” e “inferior” da recombinase (Fig. 12-7a). Essa estrutura 
é amplamente hidrofóbica e escorregadia, fornecendo pouca resistência para 
impedir a rotação das metades superior e inferior do complexo ao redor uma 
da outra. Entretanto, algumas regiões de cargas negativa e positiva comple- 
mentares podem servir para estabilizar a estrutura especificamente nas orien- 
tações inicial e girada em 180º. Assim, a análise desse complexo corrobora 
fortemente o modelo de que o mecanismo de recombinação é (1) a clivagem 
do DNA para formar o intermediário covalente enzima-DNA, (2) uma rotação 
em 180º dos dímeros do complexo proteina-DNA, e (3) o ataque das extremi- 
dades 3'-OH do DNA nas ligações resolvase-DNA para unir as fitas na nova 
configuração recombinada. À medida que novos experimentos estruturais e 
mecanísticos são concluídos, mais dados sobre essa drástica rotação proteica 
emergem (Fig. 12-7b). 


Tirosino-recombinases quebram e religam 
um par de fitas de DNA por vez 


Ao contrário das serino-recombinases, as tirosino-recombinases clivam e reli- 
gam primeiramente duas fitas de DNA e, em uma segunda etapa, elas clivam 
e religam as outras duas fitas (Fig. 12-8). Considere duas moléculas de DNA 
com seus sítios de recombinação alinhados. Aqui também são necessárias 
quatro moléculas de recombinase, uma para clivar cada uma das quatro fitas 
individuais de DNA. Para iniciar a recombinação, cada uma das subunidades 
da recombinase ligadas aos sítios de recombinação do lado esquerdo (marca- 
dos como R1 e R3 na Fig. 12-8a) clivam a fita superior da molécula de DNA 
a que estão ligadas. Essa clivagem ocorre no primeiro nucleotídeo da região 
de crossing over. Em seguida, a fita superior direita da molécula de DNA supe- 
rior (em cinza) e a fita superior da molécula de DNA inferior (em vermelho) 
“trocam” de parceiras. Assim, essas duas fitas são unidas na configuração 
recombinada. Essa reação de permuta das “primeiras fitas” gera um interme- 
diário de DNA ramificado, conhecido como junção de Holliday (ver Cap. 11) 
(Fig. 12-8b). 

Uma vez terminada a primeira permuta de fitas, duas outras subunidades 
da recombinase (marcadas por R2 e R4) clivam as fitas inferiores de cada mo- 
lécula de DNA (Fig. 12-80). Essas fitas, mais uma vez, trocam de parceiras e, 
então, são ligadas pela reversão da reação de clivagem. Essa reação de permuta 
das “segundas fitas” “desfaz” (Le, resolve; ver Cap. 11) a junção de Holliday, 
originando os produtos de DNA rearranjados. Na próxima seção, discute-se 
como essas etapas químicas ocorrem no contexto do complexo proteína re- 
combinase-DNA. 
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FIGURA 12-7 Estrutura da serino- 
-recombinase, (a) À estrutura mostra a 
grande interface tetramérica plana que é o 
sítio de rotação. Esse tetrâmero de recom- 
binase é construido a partir de um dimero 
das subunidades azul-esverdeadas (topo) 
e de um segundo dimero das subunidades 
em cinza (base), Cada subunidade desse 
tetrâmero é ligado de maneira sítio-espe- 
cfica a um dos quatro "braços de DNA" na 
estrutura (observa-se os contatos de DNA 
fornecidos por a-hélices das subunidades 
proteicas nas faces externas das moléculas 
de DNA), Para a reação de recombinação 
completa, as quatro fitas do DNA devem 
ser civadas (como na Fig. 12-6). Nesta 
estrutura, entretanto, apenas duas fitas 
estão clivadas, (Li W. et al. 2005. Science 
309; 1210, Código PDB: 1ZR4.) Imagem 
preparada com MolScript, BobScript e 
Raster3D, (b) Na sequência superior, as 
visões laterais são mostradas olhando-se 
a interface do terrâmero que é o sítio de 
rotação; na sequência inferior, as estru- 
turas são giradas em 90º para mostrar as 
visões superiores, revelando os ângulos de 
alinhamento dos pares de subunidades 
dos tetrâmeras (mostrados como barras 
coloridas). Nesta sequência, a estrutura é 
mostrada nas diferentes conformações ro- 
tacionais dos tetrâmeros de serino-recom- 
binase durante o processo de clivagem do 
DNA. A conformação tetramérica inicial à 
esquerda (a forma parental) está pronta 
para a civagem; as a-héiices de cada par 
de subunidades girantes estão orientadas 
em um ângulo de ~50°. A primeira rota- 
ção em sentido horário de —35º gera a 
conformação na qual as héices dos pares 
de subunidades estão agora em um ângu- 
lo de cruzamento de 85º, Uma rotação 
adicional de ~90° gera a conformação 
alinhada, e uma rotação final de 55º 
completa um ciclo de troca de subunidade 
e alinha as fitas de DNA para ligação na 
configuração recombinante, (Imagem mo- 
dificada, com permissão, de Johnson R.C. 
e McLean M.M, 2011. Structure 19: 751- 
753; Fig. 2, p. 752. © Elsevier) 


As estruturas de tirosino-recombinases ligadas ao 
DNA revelam o mecanismo de permuta de DNA 


O mecanismo de recombinação sítio-específica é melhor compreendido para 
as tirosino-recombinases. As estruturas de vários membros dessa família fo- 
ram obtidas e revelaram as recombinases “no ato” da realização da recom- 
binação. Um belo exemplo é a estrutura da recombinase Cre ligada a duas 
configurações diferentes do DNA que está recombinando. Detalhes do meca- 
nismo deduzido a partir dessas estruturas são explicados a seguir. Cre é uma 
enzima codificada pelo fago P1, que atua na circularização do genoma linear 
do fago durante a infecção. Os sítios de recombinação no DNA, onde a Cre 
atua, são chamados de sítios lox. Cre-lox é um exemplo de recombinação sim- 
ples efetuado pela família das tirosino-recombinases; somente a proteína Cre 
e os sítios lox são necessários para toda a recombinação. A Cre também é 
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muito utilizada como ferramenta de engenharia genética (ver Quadro 12-1, 
Aplicação da recombinação sítio-específica na engenharia genética). 

As estruturas de Cre-lox revelaram que a recombinação requer quatro su- 
bunidades de Cre, com cada molécula ligada a um sítio de ligação nas mo- 
léculas de DNA (Fig. 12-9). A conformação do DNA é, geralmente, a de uma 
junção de quatro braços quadrada plana (ver discussão sobre as junções de 
Holliday no Cap. 11), com cada “braço” ligado a uma subunidade de Cre. 
Embora à primeira vista as estruturas pareçam ter uma simetria tetraédrica, 
isso não é verdade. A Cre existe em duas conformações distintas: com um 
par de subunidades na conformação 1, mostrada em verde, e o outro par na 
conformação 2, mostrada em roxo (Fig. 12-9b). No entanto, Cre pode clivar 
e religar o DNA somente em uma dessas conformações (as subunidades em 
verde na figura). Assim, somente um par de subunidades está na conformação 
ativa em um determinado momento. O par de subunidades nessa conforma- 
ção ativa altera-se à medida que a reação progride. Essa alteração é essencial 
para o controle do processo de recombinação e garante o mecanismo de troca 
sequencial de “uma fita por vez”. 
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FIGURA 12-8 Recombinação por 
uma tirosino-recombinase. Aqui, as 
subunidades R1 e R3 civam o DNA na 
primeira etapa (a); no exemplo mostrado, 
a proteina fica ligada ao DNA clivado por 
uma ligação 3'-P-tirosina. (b) A troca do 
primeiro par de fitas ocorre quando cada 
um dos dois grupos 5'-OH nos sítios de 
quebra atacam a ligação proteina-DNA 
na outra molécula de DNA. (c, d) A se- 
gunda troca de fitas ocorre pelo mesmo 
mecanismo, utilizando as subunidades R2 
e R4. (Adaptada de Craig N. et al. 2002. 
Mobile DNA Il, Prancha 1, Cap. 2. © ASM 
Press.) 
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CONEXÕES CLÍNICAS 


Quadro 12-1 Aplicação da recombinação sítio-específica na engenharia genética 


Alguns sistemas de recombinação sítio-específica são tão 
simples que passaram a ser amplamente utilizados como fer- 
ramentas na genética experimental. A recombinase Cre e sua 
parente próxima a recombinase FLP são utilizadas experimen- 
talmente para remover genes em organismos eucarióticos 
(ver também o exemplo no Apêndice 1). 

A utilidade dessa estratégia pode ser evidenciada pelo 
exemplo hipotético a seguir. Um pesquisador está interessa- 
do na função de um gene especifico no desenvolvimento de 
câncer de pulmão e deseja estudar esse processo utilizando 
o camundongo como organismo-modelo (ver Apêndice 1). 
Entretanto, quando a sequência do gene de interesse é 
interrompida ("nocaute gênico”) (ver Fig. A-27), todos os 
camundongos morrem durante a embriogênese. Aparente- 
mente, o gene é necessário no início do desenvolvimento. 
Como é possível estudar seu papel no câncer pulmonar no 
animal adulto? 


Frequentemente, a recombinação sítio-específica pode 
fornecer a resposta. Utilizando métodos rotineiros, os pes- 
quisadores podem introduzir sítios de recombinação reco- 
nhecidos por Cre (ou FLP) flanqueando o gene de interesse. 
Esses sítios não apresentam efeitos na função do gene, a 
menos que a recombinase também esteja presente, Portan- 
to, a proteína Cre (ou FLP) pode ser introduzida no mesmo 
organismo, sob o controle de um promotor que pode ser cui- 
dadosamente regulado (ver Cap. 19). Assim, o camundongo 
pode desenvolver-se na ausência da recombinase e, após o 
nascimento, a expressão de Cre pode ser “ligada”. A presen- 
qa da recombinase promove a deleção do gene de interesse, 
Neste caso, a propensão do camundongo tratado com Cre 
(no qual o gene é deletado) para o câncer de pulmão pode, 
agora, ser comparada a seus irmãos “normais”, nos quais o 
gene de interesse ainda está intacto. Assim, a recombinação 
utilizando Cre permite a investigação das possíveis funções 


dos genes em diferentes estágios de desenvolvimento. 


FUNÇÕES BIOLÓGICAS DA 
RECOMBINAÇÃO SÍTIO-ESPECÍFICA 


As células e os vírus utilizam a CSSR para uma grande variedade de funções 
biológicas. Algumas dessas funções são discutidas nas seções seguintes. Muitos 
fagos inserem seus DNAs no cromossomo hospedeiro durante a infecção utili- 
zando esse mecanismo de recombinação. Em outros casos, a recombinação sítio- 
-específica é utilizada para alterar a expressão gênica. Por exemplo, a inversão de 
um segmento de DNA pode possibilitar a expressão de dois genes alternativos. 
A recombinação sítio-específica também é amplamente utilizada para auxiliar 
na manutenção da integridade estrutural de moléculas de DNA circulares duran- 
te os ciclos de replicação do DNA, a recombinação homóloga e a divisão celular. 

Uma comparação entre os sistemas de recombinação sítio-específica re- 
vela algumas características gerais. Todas as reações dependem, fundamental- 
mente, do posicionamento da proteína recombinase sobre o DNA e da aproxi- 
mação dos dois sítios de recombinação. Em algumas reações de recombinação 
essa organização é muito simples, necessitando apenas da recombinase e de 
suas sequências de reconhecimento no DNA, como descrito para Cre, Em 
contrapartida, outras reações necessitam de proteínas acessórias. Essas pro- 
teínas acessórias incluem as chamadas proteínas de arquitetura, que se 
ligam a sequências de DNA específicas, dobrando-as. Elas dobram o DNA em 
uma conformação específica, que favorece a recombinação. As proteínas de 
arquitetura também podem controlar a direção de uma reação de recombina- 
ção, por exemplo, para assegurar a integração de um segmento de DNA e, ao 
mesmo tempo, impedir a reação inversa -a excisão do DNA. Claramente, esse 
tipo de regulação é essencial para um resultado biológico lógico. Finalmente, 
também será visto que as recombinases podem ser reguladas por outras pro- 
teínas para controlar a ocorrência de um determinado rearranjo de DNA e 
coordená-la com outros eventos celulares. 


A integrase À promove a integração e a excisão de um 
genoma viral em um cromossomo da célula hospedeira 


Quando o bacteriófago à infecta uma bactéria hospedeira, uma série de even- 
tos reguladores resulta no estabelecimento de um estado lisogênico quies- 
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FIGURA 12-9 Mecanismo de recombinação sítio-específica pela recombinase Cre. 
(a) Série de estruturas intermediárias Cre-DNA que reflete o mecanismo de troca sequencial de 
“uma fita por vez”. Em cada um dos painéis, apenas as duas subunidades coloridas em verde 
estão na conformação ativa, Observa-se que após a clivagem da primeira fita, as cores das 
subunidades mudam à medida que o segundo par de subunidades Cre se torna ativo para re- 
combinação. (Adaptada, com permissão, de Guo F. et al. 1997. Nature 389; 41, © Macmillan.) 
(b) Estrutura cristalográfica de Cre ligada à junção de Holliday intermediária (corresponde ao 
terceiro painel na parte a). As duas subunidades em verde apresentam uma conformação di- 
ferente das subunidades coloridas em roxo, Portanto, o complexo não apresenta uma simetria 
tetraédrica; observa-se, por exemplo, que dois dos pares de "braços! de DNA adjacentes na 
estrutura estão muito mais próximos do que os outros pares. (Gopaul D.N. et al. 1998. EMBO 
1.17: 4175.) Imagem preparada com MolScript, BobScript e Raster3D. 


cente ou na multiplicação do fago, um processo chamado ciclo lítico (ver 
Cap. 18 e Apêndice 1). O estabelecimento da lisogenia requer a integração 
do DNA do fago no cromossomo da célula hospedeira. Da mesma maneira, 
quando o fago deixa o estado lisogênico para replicar e formar novas partícu- 
las fágicas, ele deve remover seu DNA do cromossomo hospedeiro. A análise 
dessa reação de integração/excisão forneceu as primeiras evidências molecu- 
lares sobre a recombinação sítio-específica. 

Para integrar, a proteína A-integrase (Ant) catalisa a recombinação entre 
dois sítios específicos, conhecidos como sítios att (do inglês, attachment [li- 
gação)). O sítio attP está no DNA do fago (P, do inglês, phage [fago)), e o sítio 
attB está no cromossomo bacteriano (B, de bactéria) (ver Fig. 12-2). A Ant 
é uma tirosino-recombinase, e o mecanismo de permuta de fita segue a via 
anteriormente descrita para a proteína Cre. Ao contrário da recombinação 
mediada por Cre, entretanto, a integração de à requer proteínas acessórias 
para auxiliar na formação do complexo proteína-DNA. Essas proteínas con- 
trolam a reação para garantir que a integração e a excisão do DNA ocorram no 
momento correto do ciclo de vida do fago. Primeiramente, será considerado o 
processo de integração e, a seguir, o de excisão. 

A organização altamente assimétrica dos sítios attP e attB é importante para 
a regulação da integração de à (Fig. 12-10). Ambos os sítios apresentam um 
segmento central (~ 30 pb). Cada um desses sítios centrais de recombinação 
é constituído por dois sítios de ligação de Ant e uma região de crossing over, 
onde ocorre a permuta de fitas (como descrito anteriormente). Enquanto attB 
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FIGURA 12-10 Sítios de recombi- 
nação envolvidos na integração e ex- 
cisão de à, mostrando os elementos 
de sequência importantes. C, C', Be 
B’ são os sítios centrais de ligação de Ant. 
Os sítios de ligação de proteinas adicio- 
nais estão em att? e fianqueiam os sítios C 
eC". Essas regiões são chamadas de "bra- 
gos"; as sequências no lado esquerdo são 
chamadas de braço P e as no lado direito 
são chamadas de braço P, Os pequenos 
quadrados em roxo marcados com P, P, 
e, são o braço de sitios de ligação de 
Aint, Os sitios marcados com H são os sí- 
tios de ligação ao fator de integração ao 
hospedeiro HF] e os marcados com X in- 
dicam os sítios de ligação à proteina Xis. 
Fo sítio de ligação à Fis, outra proteina 
de arquitetura não discutida aqui, (Cinza) 
Regiões de crossing over. Por simplifica- 
ção, Aint não está mostrada ligada aos s- 
tios do centro, Observa-se que nem todos 
os sítios de ligação a proteinas são preen- 
chidos durante a recombinação integrati- 
va ou de excisão. Após a recombinação, 
o braço P faz parte de attf, enquanto o 
braço P” se torna parte de attl. 


2 cm? 


FIGURA 12-11 Modelo do do- 
bramento do DNA induzido por IHF 
ara aproximar os sítios de ligação 
ao DNA. Os sítios de ligação a Aint e IHF 
do braço P de att? estão mostrados. IHF 
ligada ao sítio H’ dobra o DNA, permitin- 
do que uma molécula de Ant se ligue aos 
sítios P,’ e C". A quebra no DNA no sítio 
H' reflete um corte presente no DNA uti- 
jo na análise estrutural do complexo 
IHF-DNA. (Adaptada, com permissão, de 
Rice P. et al. 1996. Cell 87: 1295-1306, 
Fig. 8. O Elsevier) 
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consiste apenas dessa região central no sítio, attP é muito mais longo (240 pb) 
e apresenta vários outros sítios de ligação a proteínas. 

A região central de attP é flanqueada por duas regiões de DNA conhecidas 
como “braços”. Esses braços carregam uma variedade de sítios de ligação a 
proteinas, incluindo sítios adicionais ligados por Ant (marcados como P, P, e 
P' na Fig. 12-10). Ant é uma proteína incomum porque possui dois domínios 
envolvidos na ligação a sequências específicas de DNA: um domínio liga-se 
aos sítios de reconhecimento da recombinase do braço, e o outro liga-se aos 
sítios de reconhecimento do núcleo. Além disso, os braços de attP possuem 
sítios ligados por várias proteínas de arquitetura. A ligação dessas proteínas 
comanda a direção e a eficiência da recombinação. 

A integração necessita de attB, attP, Nnt e de uma proteína de arquite- 
tura, chamada fator de integração do hospedeiro (IHF, integration 
host factor). IHF é uma proteína de ligação ao DNA dependente de sequên- 
cia que introduz grandes curvaturas (> 160º) no DNA (Fig. 12-11). Os braços 
de attP carregam três sítios de ligação a IHF (marcados como H,, H, e H’ na 
Fig. 12-10). À função de IHF é aproximar os sítios de Ant nos braços do DNA 
(onde Ant se liga fortemente) dos sítios presentes na região central (onde Ant 
se liga fracamente). Assim, a curvatura do DNA, mediada por IHF, permite que 
Ant encontre os sítios fracos do núcleo e catalise a recombinação. 

Quando a recombinação está completa, o genoma circular do fago está 
estavelmente integrado no cromossomo da célula hospedeira. Como resul- 
tado, dois novos sítios híbridos são gerados nas junções entre os DNAs do 
fago e da célula hospedeira. Esses sítios são chamados de attL (L, do inglês, 
left [esquerda]) e attR (R, do inglês, right [direita]) (ver Fig. 12-10). Ambos os 
sítios contêm a região central, mas as duas regiões dos braços estão, agora, 
separadas uma da outra (ver as localizações das regiões P e P' na Fig. 12-10). 
Assim, nenhuma das duas regiões centrais, nessa nova organização, é capaz 
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de formar um complexo da recombinase XInt ativo por meio do mecanismo 
que foi utilizado para gerar o complexo na integração; os sítios do DNA que 
são importantes para a formação do complexo simplesmente não estão no 
local correto. 


A excisão do bacteriófago À requer uma 
nova proteína para dobrar o DNA 


Como à é removido? Uma proteína de arquitetura adicional, codificada 
pelo fago, é essencial para a recombinação excisiva. Essa proteína, chama- 
da Xis (para “excisão”), liga-se a sequências específicas no DNA e introduz 
dobras ou curvaturas neste DNA. Dessa maneira, Xis é similar em função 
ao IHF. Xis reconhece dois motivos presentes em um braço de attR (e tam- 
bém presentes em attP - marcados por X, e X, na Fig. 12-10). A ligação a es- 
ses sítios introduz uma grande curvatura (> 140°) e, juntas, Xis, Ant e IHF 
estimulam a excisão pela montagem de um complexo ativo proteína-DNA. 
em attR. Esse complexo, então, interage produtivamente com proteínas 
presentes em attL e a recombinação ocorre. 

Além de favorecer a excisão (a recombinação entre attL e attR), a liga- 
ção de Xis ao DNA também inibe a integração (a recombinação entre attP e 
attB). A estrutura de DNA resultante da ligação de Xis a attP é incompatível 
com a montagem correta de Ant e IHF sobre esse sítio. Xis é uma proteina 
codificada pelo fago e somente é produzida quando o fago é estimulado a 
entrar no ciclo de multiplicação lítico. A expressão de Xis é descrita de ma- 
neira detalhada no Capítulo 18. Sua dupla ação, como cofator que promove 
a excisão e como inibidor da integração, assegura que o genoma do fago 
será removido, e permanecerá livre, do cromossomo da célula hospedeira 
enquanto Xis estiver presente. 


A recombinase Hin inverte um segmento de DNA, 
permitindo a expressão de genes alternativos 


A recombinase Hin de Salmonella inverte um segmento do cromossomo bac- 
teriano para permitir a expressão de dois conjuntos de genes alternativos. 
A recombinação por Hin é um exemplo de uma classe de reações de recom- 
binação, relativamente comuns em bactérias, conhecidas como rearranjos 
programados. Essas reações ocorrem normalmente para “pré-adaptar” uma 
parte de uma população a uma alteração repentina no ambiente. No caso 
da inversão por Hin, a recombinação é utilizada para auxiliar as bactérias a 
“escaparem” do sistema imunológico do hospedeiro, como discutido a seguir. 

Os genes controlados pelo processo de inversão codificam duas formas al- 
ternativas da flagelina (denominadas formas H1 e H2), o componente protei- 
co do filamento flagelar. Os flagelos estão na superfície da bactéria e são, por 
isso, um alvo comum para o sistema imunológico (Fig. 12-12). A alternância 
entre essas duas formas, promovida por Hin, permite que pelo menos alguns 
indivíduos da população bacteriana evitem o reconhecimento dessa estrutura 
pelo sistema imunológico. 

A região do cromossomo que sofre inversão tem cerca de 1.000 pb e é 
flanqueada por sítios de recombinação específicos, chamados hixL (no lado 
esquerdo) e hixR (no lado direito) (Fig. 12-13). Essas sequências apresentam 
orientações invertidas uma em relação à outra. Hin, uma serino-recombinase, 
promove a inversão utilizando o mecanismo básico descrito anteriormente 
para essa família de enzimas. O segmento invertido contém o gene que codifi- 
ca Hin e um promotor que, em uma orientação, está posicionado para expres- 
sar os genes localizados externamente ao segmento invertido, diretamente 
adjacentes ao sítio hixR. Quando o segmento invertível está dentro da orien- 
tação ON (ligada), esses genes adjacentes são expressos, e quando o segmento 
é virado na orientação OFF (desligada), os genes não podem ser transcritos, 
porque não possuem um promotor funcional. 


FIGURA 12-12 Micrografia de 
bactéria (Salmonella), mostrando 
os flagelos. A micrografia eletrônica 
de varredura colorida mostra Salmonella 
typhimurium (em vermelho) invadindo cé- 
lulas humanas em cultivo, As protuberân- 
cias semelhantes a pelos nas bactérias são 
os flagelos. (Cortesia de Rocky Mountain 
Laboratories, NIAID, NIH.) 
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FIGURA 12-13 Inversão de DNA 
pela recombinase Hin de Salmonella. 
A inversão do segmento de DNA entre os 
sítios hix inverte um promotor (P), origi- 
nando dois padrões alternativos de ex- 
pressão do gene da flagelina. 


FIGURA 12-14 Complexos forma- 
dos durante a recombinação catalisa- 
da por Hin. A proteina Hin sozinha reco- 
nhece e pareia os dois sítios hix. Quando 
a proteina Fis também está presente, o 
complexo de três segmentos é formado. 
Esse complexo é chamado invertassomo e 
é o complexo mais ativo para promover 
a recombinação. (Adaptada, com per- 
missão, de Craig N. et al. 2002. Mobile 
DNA Il, p. 246, Fig. 9. © ASM Press.) 
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Segmento invertivel 


Os dois genes sob controle desse promotor que “vira” são fljB, que codi- 
fica a flagelina H2, e fljA, que codifica um repressor transcricional do gene 
da flagelina H1. O gene da flagelina H1 está localizado em um sítio afastado. 
Assim, na orientação ON, a flagelina H2 e o repressor de H1 são expressos. Es- 
sas células apresentam exclusivamente flagelos tipo H2 na sua superficie. Ao 
contrário, na orientação OFF, não há síntese de H2 nem do repressor de H1, 
portanto, apenas os flagelos tipo H1 estão presentes. 


A recombinação por Hin requer um reforçador de DNA 


A recombinação por Hin necessita de uma sequência além dos sítios hix. Essa 
sequência curta (~60 pb) é um reforçador (enhancer) que estimula a velocidade 
de recombinação em aproximadamente 1.000 vezes. Assim como as sequên- 
cias reforçadoras que estimulam a transcrição (ver Cap. 19), essa sequência 
pode atuar mesmo distante dos sítios de recombinação. A função de reforça- 
dor requer a proteína bacteriana Fis (assim chamada porque foi descoberta 
como um fator para o estímulo da inversão [do inglês, factor for inver- 
sion stimulation]). Como IHF, Fis é uma proteína que provoca uma dobra sítio- 
-específica no DNA. Além disso, ela promove contatos proteína-proteína com 
Hin que são importantes para a recombinação. 

O complexo Fis-reforçador ativa as etapas catalíticas da recombinação. 
Na verdade, Hin pode posicionar e parear os sítios de recombinação hix, 
formando um complexo sináptico na ausência do complexo Fis-reforçador 
(Fig. 12-14). Isso difere da função de IHF na integração de à, em que a pro- 
teína acessória é essencial para a formação do complexo recombinase-DNA. 
A ativação de Hin por Fis requer que os três sítios do DNA (hixL, hixR e o refor- 
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çador) estejam unidos. A formação desse complexo ternário é facilitada pela 
supertorção negativa do DNA (ver Cap. 4), que estabiliza a associação de sítios 
distantes no DNA. Outra proteína de arquitetura bacteriana, HU, também 
facilita a formação desse complexo de inversão (ou invertassomo). HU é uma 
homóloga estrutural muito próxima de IHF, embora, ao contrário desta, HU 
ligue-se ao DNA de maneira independente de sequência. 

Qual é o significado biológico para o controle da inversão por Hin pelo 
complexo Fis-reforçador? A principal função é assegurar que a recombinação 
ocorra apenas entre sítios hix presentes na mesma molécula de DNA, Essa se- 
letividade garante que o segmento reversível seja frequentemente invertido, 
enquanto são evitados os rearranjos intermoleculares do DNA, os quais pode- 
riam comprometer a integridade do cromossomo bacteriano. 

Em contrapartida à integração e à excisão do bacteriófago à, a inversão 
catalisada por Hin não é estritamente regulada. Em vez disso, a inversão ocor- 
re de maneira estocástica, de modo que dentro de uma população de células 
sempre haverá uma parte destas que apresentam o segmento reversível em 
cada uma das orientações, 


As recombinases convertem moléculas 
multiméricas de DNA circular em monômeros 


A recombinação sítio-específica é essencial para a manutenção de moléculas 
de DNA circular dentro das células. Os cromossomos da maioria das bactérias 
são circulares, assim como os plasmídeos das células procarióticas e eucari- 
Óticas, Alguns genomas virais também são circulares. Um problema intrín- 
seco das moléculas circulares de DNA é que elas podem formar dímeros, ou 
mesmo formas multiméricas superiores, durante a recombinação homóloga. 
A recombinação sítio-específica pode ser utilizada para converter esses DNAS 
multiméricos novamente à sua forma monomérica. 

Considere o caso de um crossing over de DNA entre duas moléculas circula- 
res idênticas. Esse processo é ilustrado ocorrendo entre duas cópias de um cro- 
mossomo bacteriano durante a replicação na Figura 12-15 (ver Cap. 11 para a 
discussão sobre recombinação homóloga). Um único evento de recombinação 
pode produzir um cromossomo circular grande com duas cópias de todos os 
genes (i.e., um cromossomo dimérico). No momento da divisão celular, esse 
dímero causará um grande problema, uma vez que apenas uma molécula de 
DNA, em vez de duas, deverá ser segregada para cada uma das células-filhas. 

Devido a esse problema de multimerização, muitas moléculas de DNA cir- 
cular possuem sequências que são reconhecidas pelas recombinases sítio-es- 
pecíficas. As proteínas que atuam nessas sequências são, algumas vezes, deno- 
minadas resolvases, uma vez que elas “resolvem” os dímeros (e multímeros 
maiores) em monômeros. Obviamente, é fundamental que essas proteínas ca- 
talisem especificamente a resolução (uma reação de remoção de DNA), mas não 
a reação reversa (a conversão de monômeros em dímeros), o que poderia piorar 
o problema da multimerização. Existem mecanismos específicos para promo- 
ver essa seletividade direcional no processo de recombinação (ver Quadro 12-2, 
A recombinase Xer catalisa a monomerização de cromossomos bacterianos e 
de vários plasmídeos bacterianos). 


Existem outros mecanismos para promover a 
recombinação em segmentos específicos do DNA 


Embora a discussão tenha sido limitada à CSSR, existem outros eventos de 
recombinação que ocorrem em sequências específicas e desempenham fun- 
ções biológicas semelhantes. Algumas destas reações, por exemplo, a troca 
de tipo de acasalamento em leveduras, ocorrem por um evento de conversão 
gênica direcionado, como foi descrito no Capítulo 11. Os rearranjos gênicos 
responsáveis pela organização de segmentos gênicos que codificam proteinas 
importantes do sistema imunológico de vertebrados - conhecidos como re- 


monbmoros cromossômicas. 

FIGURA 12-15 Moléculas circula- 
res de DNA podem formar multime- 
ros. A recombinação homóloga entre as 
duas moléculas-filhas de DNA durante a 
replicação do DNA gera um cromossomo 
(ou plasmídeo) dimérico. A recombinação 
síio-específica mediada pela recombinase 
XerCD é, então, necessária para produzir 
as moléculas monoméricas de DNA, es- 
senciais para a divisão celular. 
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© 12-2 A recombinase Xer catalisa a monomerização de cromossomos bacterianos e de muitos 


Xer pertence à familia das tirosino-recombinases, e seu me- 
canismo para promover a recombinação é muito semelhan- 
te ao descrito anteriormente para a proteina Cre. Xer é um 
heterotetrâmero, contendo duas subunidades de uma pro- 
teina chamada XerC e duas subunidades de uma proteina 
chamada XerD. XerC e XerD são tirosino-recombinases, mas 
reconhecem sequências diferentes de DNA. Portanto, os si- 
tios de recombinação utilizados pela recombinase Xer de- 
vem apresentar sequências de reconhecimento para cada 
uma dessas proteinas, Os sítios de recombinação nos cro- 


QUADRO 12-2 FIGURA 1 Vias de recombinação me- 
diada por Xer em dif. Na ausência de FtsK (via independente 
de FtsK, mostrada no painel à esquerda), apenas XerC está 
ativada para promover a permuta de fitas e formar uma jun- 
ção de Holliday intermediária. Neste caso (porque XerD não 
está ativa), a recombinação não é finalizada e, em geral, a 
reação de XerC é revertida. Na presença de FtsK (via depen- 
dente de FtsK, mostrada no painel à direita), XerD, agora ati- 
va, catalisa a formação da junção de Holliday intermediária, 
e XerC promove a segunda permuta de fitas e completa o 
evento de recombinação, gerando cromossomos monoméri- 
cos. (Adaptada, com permissão, de Aussel L. et al. 2002. Cell 
108: 195-205, Fig. 6. © Elsevier) 


mossomos bacterianos, chamados sítios dif, possuem uma 
sequência de reconhecimento para XerC em um lado e ui 
sequência de reconhecimento para XerD no outro lado da 
região de crossing over (Fig. 1 deste quadro). Existe um sítio 
dif no cromossomo. Ele está localizado na região onde ter- 
mina a replicação do DNA (ver Cap. 9). Quando o cromosso- 
mo forma um dimero, este terá, obviamente, dois sítios dif 
(ver Fig. 12-15). 

Como as células asseguram que a recombinação media- 
da por Xer nos sítios dif converta um cromossomo dimérico 
em monômeros, sem que ocorra a reação inversa? Essa regu- 
lação direcional é alcançada por meio da interação entre 
recombinase Xer e uma proteina da divisão celular chamada 
FisK. Essa regulação está ilustrada na Figura 2 deste quadro 
e é explicada a seguir. Quando FtsK não está disponível para 
interagir com o complexo XerCD no sítio dif, o complexo da 
recombinase adota uma conformação na qual somente as 
duas subunidades de XerC estão ativas. Assim, XerC promove 
a permuta de um par de fitas de DNA, formando a junção de 
Holliday intermediária (ver a discussão prévia sobre o meca- 
nismo da tirosino-recombinase). Como XerD nunca é ativada, 
a recombinação nunca é finalizada. No entanto, frequente- 
mente ocorre a reversão da reação de clivagem de XerC. Essa 
reversão simplesmente regenera o arranjo original do DNA 
(ver Fig. 1 deste quadro). 

Em contrapartida, quando a proteína FtsK está presen- 
te e interage com o complexo XerCD, ela altera a conforma: 
ção do complexo e ativa a proteína XerD. Neste caso, XerD 
promove a recombinação do primeiro par de fitas para ge- 
rar a junção de Holliday intermediária. Uma vez finalizada 
essa reação, XerC promove as reações de permuta de fitas 
do segundo par, criando produtos de DNA recombinados 
(ver Fig. 1 deste quadro). 

FtsK é uma ATPase que se desloca ao longo do DNA. 
Ela atua como uma “máquina proteica de bombeamento de 
DNA" semelhante à proteina RuvB que promove a migração 
da ramificação de DNA durante a recombinação homóloga 
(discutida no Cap. 11). FtsK é também uma proteína ligada 
à membrana, localizada no local em que ocorre a divisão ce- 
lular. Ela atua afastando o DNA do centro da célula antes da 
divisão para que a célula possa se dividir neste local. 

Essa localização de FtsK no local de divisão é funda- 
mental para garantir às células que XerD seja ativada especi- 
ficamente na presença de um cromossomo dimérico. Neste 
caso, o cromossomo ficará “preso” no meio da célula em 
divisão, porque cada metade do dimero cromossômico será 
movida para cada célula-filha. FtsK também interage com 
sequências polares especificas de DNA (chamadas de KOPS) 
que são arranjadas assimetricamente em torno do sítio dif. 
Como resultado, FtsK transloca sítios dif em direção ao sep- 
to e um em direção ao outro. Assim sendo, esse movimen- 
to facilita o seu pareamento e a ativação da recombinação 
XerD. Desta maneira, a recombinação sítio-específica é re- 
gulada para ocorrer no momento e local corretos no cicio 
de divisão celular. 
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combinação V(D)J - também ocorrem em sítios específicos. Essa reação apre- 
senta um mecanismo semelhante à transposição e, por isso, será considerada 
ao fim deste capítulo. 


TRANSPOSIÇÃO 


Alguns elementos genéticos deslocam-se para 
novos locais do cromossomo por transposição 


A transposição é uma forma particular de recombinação genética que des- 
loca determinados elementos genéticos de um local do DNA para outro. Esses 
elementos genéticos móveis são chamados elementos de transposição ou 
transposons. O deslocamento ocorre pela recombinação entre as sequências 
de DNA posicionadas nas extremidades do elemento de transposição e uma 
sequência no DNA da célula hospedeira (Fig. 12-16); o deslocamento pode 
ocorrer com ou sem a duplicação do elemento. Em alguns casos, a reação de 
recombinação envolve um intermediário temporário de RNA. 

Em geral, quando os elementos de transposição de deslocam, eles apresen- 
tam pouca seletividade de sequência na escolha dos sítios de inserção. Como 
resultado, os transposons podem se inserir dentro de genes, alterando comple- 
tamente a função destes na maioria das vezes. Eles também podem se inserir 
dentro de sequências gênicas reguladoras, onde sua presença pode provocar al- 
terações na expressão do gene. Essas perdas de função e alterações na expressão 
gênica levaram à descoberta dos elementos de transposição (ver Quadro 12-3, 
Elementos do milho e descoberta de transposons). Não surpreende, portanto, 
que os elementos de transposição estejam entre as causas mais comuns de novas 
mutações em diversos organismos. Na verdade, esses elementos são uma causa 
importante de mutações que resultam em doenças genéticas nos seres huma- 
nos. A capacidade de se inserir tão indiscriminadamente no DNA exibida pelos 
elementos de transposição também levou a sua modificação e utilização como 
agentes mutagênicos e vetores de integração de DNA na biologia experimental. 

Os elementos de transposição estão presentes nos genomas de todas as 
formas de vida. A análise comparativa de sequências genômicas revelou duas 
questões fascinantes. A primeira é que as sequências relacionadas aos trans- 
posons podem compreender enormes frações do genoma de um organismo. 
Por exemplo, mais de 50% dos genomas de seres humanos e do milho são 
compostos por sequências de DNA relacionadas aos transposons (incluindo- 
-se fragmentos de transposons, ou elementos “mortos”, que foram inativados 
por mutações). Em um contraste extraordinário, apenas uma pequena por- 
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FIGURA 12-16 Transposição de um elemento genético móvel para um novo sítio 
no DNA da célula hospedeira. A recombinação, em alguns casos, envolve a excisão do trans- 
poson da localização antiga no DNA (à esquerda), Em outros casos, uma cópia do transposon 
permanece na localização antiga, e outra cópia é inserida em um novo sítio de DNA (à direita) 
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centagem de sequências (< 2% em seres humanos) realmente codifica as pro- 
teinas celulares. Segundo, o conteúdo de transposons em diferentes genomas 
é altamente variável (Fig. 12-17). Por exemplo, em comparação, os genomas 
de moscas e leveduras são muito mais “ricos em genes” e “pobres em transpo- 
sons” do que os genomas de seres humanos ou do milho. 

Existem muitos tipos diferentes de elementos de transposição. Eles po- 
dem ser divididos em famílias que compartilham características comuns de 
estrutura e de mecanismos de recombinação. Nas seções seguintes, serão apre- 
sentadas as três principais famílias de elementos de transposição, bem como 
o mecanismo de recombinação associado a cada uma. Alguns dos elementos 
individuais mais bem estudados serão, então, descritos. Na descrição dos ele- 
mentos individuais, é dado enfoque à maneira como a transposição é regu- 
lada para equilibrar a manutenção e a propagação desses elementos com seu 
potencial para interromper ou desregular genes do organismo hospedeiro. 

Os mecanismos de recombinação genética responsáveis pela transposição 
também são utilizados para outras funções além da mobilização de transpo- 
sons. Por exemplo, diversos virus utilizam um sistema de recombinação quase 
idêntico à transposição para integrar seus genomas no genoma da célula hos- 
pedeira durante a infecção. Essas reações de integração viral serão, portanto, 
consideradas juntamente com a transposição. Da mesma maneira, alguns rear- 
ranjos de DNA utilizados para alterar os padrões de expressão gênica ocorrem 
utilizando um mecanismo muito semelhante ao da transposição de DNA, A 
recombinação V(D)J, reação necessária para o desenvolvimento de um sistema 
imunológico funcional em vertebrados, é um exemplo bem-compreendido. 
A recombinação V(D)J será discutida no fim deste capítulo. 
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FIGURA 12-17 Transposons nos genomas: ocorrência e distribuição. Os elementos 
repetidos, em sua maioria compostos por transposons ou sequências relacionadas aos trans- 
posons (como elementos truncados), estão mostrados em verde; em roxo, estão mostrados 
os genes celulares. (a) Milho; (b) ser humano; (c) Drosophila; (d) levedura; (e) Escherichia coli. 
(Reproduzida, com permissão, de Brown TA. 2002. Genomes, 2nd ed. p. 34, Fig. 2.2, e refe- 
rências. © Taylor & Francis.) 
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Existem três classes principais de elementos de transposição 


Os transposons podem ser divididos nas três famílias a seguir, com base na 
sua organização geral e mecanismo de transposição: 


1. Transposons de DNA. 

2. Retrotransposons semelhantes a vírus. Essa classe inclui os retrovírus. Esses 
elementos móveis também são chamados de retrotransposons de repeti- 
ção terminal longa (LTR, long terminal repeat). 

3. Retrotransposons com poli(A). Esses elementos também são chamados de 
retrotransposons não virais. 


A Figura 12-18 mostra um diagrama da organização genética geral de 
cada uma das famílias desses elementos móveis. Os transposons de DNA per- 
manecem como DNA do começo ao fim de um ciclo de recombinação. Eles 
deslocam-se utilizando mecanismos que envolvem a clivagem e a religação 
das fitas de DNA, sendo, portanto, muito semelhantes aos elementos que se 
deslocam pela CSSR. Os dois tipos de retrotransposons deslocam-se para no- 
vos locais do DNA utilizando um intermediário temporário de RNA. 


Os transposons de DNA possuem um gene de 
transposase flanqueado por sítios de recombinação 


Os transposons de DNA possuem sequências de DNA que atuam como sí- 
tios de recombinação e genes que codificam proteínas que participam na 
recombinação (Fig. 12-18). Os sítios de recombinação estão situados nas 
duas extremidades do elemento de transposição e estão organizados como se- 
quências repetidas invertidas. Essas sequências repetidas invertidas terminais 
variam, em tamanho, de 25 pb a algumas centenas de pares de bases, não são 
repetições exatas de sequências e carregam as sequências de reconhecimento 
de recombinase. As recombinases responsáveis pela transposição são normal- 
mente chamadas de (ou, algumas vezes, de integrases). 

Os transposons de DNA possuem um gene que codifica a sua própria 
transposase. Eles podem apresentar genes adicionais que codificam proteínas 
que regulam a transposição ou que fornecem uma vantagem para o próprio 

son ou para a célula hospedeira. Por exemplo, diversos transposons de 
DNA bacterianos contêm genes que codificam proteínas que conferem resis- 
tência a um ou mais antibióticos. A presença do transposon, portanto, torna 
a célula hospedeira resistente a esse antibiótico. 
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FIGURA 12-18 Organização gené- 
tica de três classes de elementos de 
transposição. (a) Transposons de DNA, 
O elemento móvel inclui as sequências 
terminais repetidas invertidas (pontas de 
seta brancas nos segmentos em verde), 
que são os sítios de recombinação, e um 
gene que codifica a transposase. (b) Re- 
trotransposons e retrovirus semelhantes 
a vírus. O elemento móvel inclui duas se- 
quências LTR que flanqueiam uma região 
que codifica duas enzimas: a integrase e a 
transcriptase reversa (RT). (c) Retrotrans-| 
posons com poli(A). O elemento termina 
nas sequências 5/-UTR e 3º-UTR e codifica 
duas enzimas: uma enzima de ligação ao 
RNA (ORF1) e uma enzima com atividades 
de transcriptase reversa e de endonuciea- 
se (ORF2), UTR, região não traduzida. 
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As sequências de DNA que flanqueiam imediatamente o transposon 
apresentam um pequeno segmento (2 a 20 pb) de sequência duplicada. Esses 
segmentos estão organizados como repetições diretas, são denominados du- 
plicações do sítio-alvo e são gerados durante o processo de recombinação, 
como será discutido a seguir. 


Os transposons podem ser elementos 
autônomos ou não autônomos 


Os transposons de DNA que possuem um par de repetições terminais invertidas 
eo gene da transposase têm tudo de que necessitam para promover a sua pró- 
pria transposição. Esses elementos são chamados transposons autônomos. 
Entretanto, os genomas também apresentam muitos segmentos de DNA mó- 
veis, ainda mais simples, conhecidos como transposons não autônomos. 
Estes elementos possuem apenas as repetições invertidas terminais, ou seja, as 
sequências que atuam em cis, necessárias para a transposição. Em uma célula 
que tenha também um transposon autônomo, codificando uma transposase 
que reconhecerá as repetições terminais invertidas, o elemento não autônomo 
poderá sofrer transposição. Entretanto, na ausência desse transposon “auxiliar” 
(para fornecer a transposase), os elementos não autônomos permanecem estáti- 
cos, incapazes de deslocar-se, 


Os retrotransposons semelhantes a vírus e os 
retrovírus possuem sequências terminais repetidas 
e dois genes importantes para a recombinação 


Os retrotransposons semelhantes a vírus e os retrovírus também carregam 
sequências terminais repetidas que são os sítios de ligação e atuação da re- 
combinase (Fig. 12-18b). As repetições terminais invertidas estão inseridas 
em sequências repetidas mais longas; essas sequências estão organizadas nas 
duas extremidades do elemento como repetições diretas e são denominadas 
repetições terminais longas (LTRs). Os retrotransposons semelhantes a vírus 
codificam duas proteínas necessárias para sua mobilidade: a integrase (trans- 
posase) e a transcriptase reversa. 

A transcriptase reversa (RT) é um tipo especial de DNA-polimerase 
que utiliza um molde de RNA para sintetizar DNA. Essa enzima é necessária 
para a transposição, porque esta ocorre por meio de um intermediário de 
RNA. Como esses elementos convertem RNA em DNA, o reverso do trajeto 
normal do fluxo da informação biológica (DNA para RNA), eles são conheci- 
dos como “retroelementos”. A distinção entre retrotransposons semelhantes 
a vírus e retrovírus é que o genoma de um retrovírus é empacotado em uma 
partícula viral, é liberado de sua célula hospedeira e infecta uma nova célula. 
Em contrapartida, os retrotransposons podem se deslocar apenas para novos 
sítios do DNA dentro de uma mesma célula, mas nunca deixam esta célula. 
Assim como os transposons de DNA, esses elementos são flanqueados por 
pequenas duplicações do sítio-alvo, geradas durante a recombinação. 


Os retrotransposons com poli(A) assemelham-se a genes 


Os retrotransposons com poli(A) não apresentam as repetições terminais in- 
vertidas que estão presentes nas outras classes de transposons. Em vez disso, 
as duas extremidades do elemento possuem sequências distintas (Fig. 12-18). 
Uma extremidade é chamada S'-UTR, enquanto a outra possui uma região cha- 
mada 3-UTR, seguida por um trecho de pares de base A:T chamada sequência 
poli(A). Esses elementos também são flanqueados por duplicações curtas do 
sítio-alvo. 

Os retrotransposons possuem dois genes, conhecidos como ORF1 e ORF2. 
ORFI codifica uma proteína de ligação ao RNA. ORF2 codifica uma proteina com 
atividade de transcriptase reversa e de endonuclease. Essa proteina, embora di- 
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ferente das transposases e integrases codificadas por outras classes de elementos 
móveis, desempenha papéis fundamentais durante a recombinação. Em geral, 
os retrotransposons com poli(A) apresentam-se em ambas as formas, autônoma 
e não autônoma, assim como os transposons de DNA e os transposons seme- 
lhantes aos vírus. Além disso, as análises de sequências genômicas revelam que 
existem muitos elementos truncados que não apresentam a sequência completa 
de S-UTR e perderam a capacidade de efetuar a transposição. 


Transposição de DNA pelo mecanismo de corte e colagem 


Os transposons de DNA, os retrotransposons semelhantes a vírus e os retro- 
vírus utilizam um mecanismo de recombinação semelhante para inserir seus 
DNAs em um novo sítio. Primeiro, será considerada a reação de transposição 
mais simples: o movimento de um transposon de DNA por um mecanismo 
não replicativo. Esse processo de recombinação envolve a remoção do trans- 
poson de sua localização inicial no DNA hospedeiro, seguida pela integração 
do transposon removido em um novo sítio no DNA. Esse mecanismo é deno- 
minado transposição por corte e colagem (Fig. 12-19). 

Para iniciar a recombinação, a transposase liga-se às repetições terminais 
invertidas na extremidade do transposon. O reconhecimento dessas sequências 
pela transposase aproxima as duas extremidades do DNA do transposon, for- 
mando um complexo estável proteína-DNA. Esse complexo é chamado com- 
plexo sináptico ou transposossomo. Ele contém um multimero da trans- 
posase - normalmente duas ou quatro subunidades — e as duas extremidades do 
DNA (ver discussão a seguir). Esse complexo assegura que as reações de clivagem 
e teligação do DNA, necessárias para o deslocamento do transposon, ocorram 
simultaneamente nas duas extremidades do DNA do elemento móvel. Além dis- 
so, ele protege as extremidades do DNA de enzimas celulares durante a recombi- 
nação. A próxima etapa é a remoção do DNA do transposon de sua localização 
original no genoma. Para isso, as subunidades da transposase do transpososso- 
mo clivam, primeiramente, uma fita de DNA em cada uma das extremidades 
do transposon exatamente na junção entre o DNA do transposon e a sequência 
hospedeira na qual ele está inserido (uma região chamada DNA hospedeiro 
limite). A transposase cliva o DNA de maneira que cada extremidade do DNA 
do transposon tenha um grupo 3'-OH livre. Para finalizar a excisão, a outra fita 
de DNA de cada extremidade do elemento também deve ser clivada. Transpo- 
sons diferentes utilizam mecanismos diferentes para clivar as “segundas” fitas 
de DNA (fitas que terminam com extremidades 5' na junção do DNA hospedei- 
ro com o transposon). Esses mecanismos estão descritos na seção seguinte. 

Após a excisão do transpóson, as extremidades 3'-OH do DNA do trans- 
poson - as primeiras extremidades liberadas pela transposase — atacam as liga- 
ções fosfodiéster do DNA no local da nova inserção. Esse segmento de DNA é 
chamado DNA-alvo. Deve-se ter em mente que, na maioria dos transposons, 
o DNA-alvo pode apresentar qualquer sequência. Como resultado desse ata- 
que, o DNA do transposon é covalentemente ligado ao DNA no sítio-alvo. 
Para cada reação de ligação de DNA, há a introdução de uma quebra no DNA- 
-alvo (Fig. 12-19). Essa reação de ligação do DNA ocorre por uma reação de 
transesterificação em uma única etapa chamada transferência de fita de 
DNA (Fig. 12-20). Um mecanismo semelhante para a ligação de fitas de áci- 
dos nucleicos é utilizado no processamento do RNA (ver Cap. 14). 

O transposossomo garante que as duas extremidades do DNA do transpo- 
son ataquem as duas fitas de DNA do mesmo sítio-alvo em conjunto. Os sítios 
de ataque nas duas fitas estão normalmente separados por poucos nucleoti- 
deos (p. ex. são comuns 2, 5 e 9 nucleotídeos de espaçamento). Essa distância 
é fixa para cada tipo de transposon e dá origem às pequenas duplicações do sí- 
tio-alvo que delimitam as cópias transpostas do elemento (como explicado na 
próxima seção). Uma vez que a transferência da fita de DNA esteja completa, o 
trabalho do transposossomo também está terminado. As etapas remanescentes 
da recombinação são executadas por proteínas celulares de reparo de DNA. 
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FIGURA 12-19 Mecanismo de cor- 
tee colagem da transposição. A figura 
mostra o deslocamento de um transpo- 
son de um sítio-alvo no DNA hospedeiro 
(em cinza) para um novo sítio no DNA 
(em azul). Obsenvam-se os sítios de civa- 
gem escalonados no DNA-alvo durante 
a reação de transferência de fita de DNA 
que origina sequências repetidas curtas 
no nova sitio-alva (duplicações de sito- 
-alvo), A excisão do transposon resulta 
em quebra no DNA de dupla-fita no sítio 
de inserção original (aqui, em cinza). Essa 
quebra pode ser reparada por recombina- 
ção homóloga ou por junção de extremi- 
dades não homólogas (ver Caps. 10 e 11). 
As etapas químicas são mostradas sem a 
proteina ligada para maior clareza, 


O intermediário na transposição por corte e 
colagem é finalizado pelo reparo da lacuna 


A estrutura do intermediário de DNA gerado após a transferência das fitas de 
DNA apresenta as extremidades 3' do DNA do transposon ligadas ao DNA- 
«alvo. Essa estrutura também contém duas quebras no DNA-alvo, geradas du- 
rante a transferência de fitas de DNA. Como os dois sítios de transferência de 
fitas de DNA nas duas fitas estão separados por alguns nucleotídeos, pequenas 
lacunas de ssDNA são formadas nas regiões que flanqueiam o transposon li- 
gado. Essas lacunas são preenchidas por uma DNA-polimerase de reparo de 
DNA codificada pela célula hospedeira, Deve-se observar que o DNA-alvo é 
clivado durante a etapa de transferência de fitas de DNA para gerar as extre- 
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midades 3'-OH, as quais atuam como iniciadores para a síntese de DNA pelo 
sistema de reparo (ver Fig. 12-18). O preenchimento das lacunas origina as 
duplicações no sítio-alvo que flanqueia os transposons (ver anteriormente). 
Assim, a extensão da duplicação do sítio-alvo revela a distância entre os sítios 
atacados nas duas fitas do DNA-alvo durante a transferência de fita de DNA. 
Após a síntese de reparo da lacuna, a DNA-ligase é necessária para unir as fitas 
de DNA. 

A transposição por corte e colagem também deixa uma quebra de dupla- 
-fita no DNA no sítio da inserção “antiga”, a qual deve ser corrigida para man- 
ter a integridade do genoma da célula hospedeira. O reparo de quebras no 
DNA de dupla-fita por recombinação homóloga é descrito no Capítulo 11. Às 
vezes, essas quebras também são religadas mais diretamente, como será visto 
adiante na discussão sobre a família de transposons Tc1/mariner. 


Existem vários mecanismos para a clivagem da fita 
não transferida durante a transposição de DNA 


Como descrito anteriormente, a transposase cliva as extremidades 3' do DNA 
do transposon e promove a transferência de fitas de DNA para catalisar a 
transposição por corte e colagem. Entretanto, os transposons que se deslocam 
por esse mecanismo também necessitam clivar as fitas que terminam por 5” 
nas junções entre o transposon e o DNA do hospedeiro. Essas fitas de DNA 
também são chamadas de fitas não transferidas, uma vez que suas ex- 
tremidades 5' não são diretamente ligadas ao DNA-aivo durante a reação de 
transferência de fitas. Diferentes transposons utilizam diferentes mecanismos 
para catalisar essa segunda reação de clivagem de fitas (Fig. 12-21). Dois mé- 
todos são descritos aqui. 

Uma enzima diferente da transposase pode ser utilizada para clivar 
a fita não transferida (Fig. 12-21). Por exemplo, o transposon bacteriano 
Tn7 codifica uma proteína específica (chamada TnsA) que faz esse trabalho 


FIGURA 12-20 Visão detalhada 
da etapa química de transferência da 
fita de DNA. No detalhe, apenas uma 
fita é mostrada para o transposon e para 
o DNA-alvo para maior clareza. 
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FIGURA 12-21 Très mecanismos para a clivagem da fita não transferida. (a) Utiliza- 
-se outra enzima, em vez da transposase. (b) A transposase catalisa o ataque de uma fita de 
DNA na fita oposta, formando um intermediário de DNA em formato de grampo. Neste caso, 
o ataque é da fita transferida sobre a fita não transferida, As duas extremidades em formato de 
grampo são, subsequentemente, hidrolisadas pela transposase. (c) O transposon Hermes usa 
um segundo mecanismo de civagem da segunda fita pela formação de grampo. Neste caso, 
a clivagem da fita superior (fita não transferida) ocorre primeiro, e os grampos são gerados no 
sitio de inserção original no DNA, em vez de nas extremidades do transposon. 


(Fig. 12-21a). A TnsA possui uma estrutura muito semelhante à de uma en- 
donuclease de restrição. A TnsA une-se à transposase codificada por Tn7 (a 
proteína TnsB). Ao atuarem em conjunto, a transposase e a TnsA removem o 
transposon de seu sítio-alvo original. 

A outra maneira de clivar a fita não transferida é promovida pela pró- 
pria transposase, por meio de um mecanismo de transesterificação de DNA, 
similar à transferência de fitas de DNA, Por exemplo, os transposons Tn5 
e Tn10 clivam a fita não transferida pela formação de uma estrutura co- 
nhecida como “grampo de DNA”. Para formar esse grampo, a transposase 
usa a extremidade 3'-OH do transposon de DNA, inicialmente clivada, para 
atacar uma ligação fosfodiéster diretamente em frente ao dúplex de DNA na 
fita oposta (Fig. 12-21b). Essa reação cliva a fita de DNA atacada e também 
liga covalentemente a extremidade 3' do DNA do transposon a um lado da 
quebra. Como resultado, as duas fitas de DNA são covalentemente unidas 
alça fechada, lembrando o formato de um grampo 
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Esse grampo na extremidade do DNA é, então, clivado (i.e., “aberto”) pe- 
las transposases, gerando uma quebra de dupla-fita no DNA. Essa reação de 
abertura ocorre em ambas as extremidades do DNA do transposon. Uma vez 
que essas etapas estejam concluídas, as extremidades 3'-OH do DNA estão 
prontas para serem unidas ao novo DNA-alvo pela reação de transferência de 
fitas de DNA. 

O transposon Hermes, um membro da família de elementos hAT, também 
usa intermediários de grampo de DNA para excisar o transposon do antigo 
sítio de inserção no DNA. Entretanto, neste caso, a ordem das reações de cli- 
vagem e transesterificação é diferente, de maneira que os grampos de DNA 
são formados no DNA da célula hospedeira, em vez de nas extremidades do 
elemento de transposição (Fig. 12-21c). Como será visto adiante neste capítu- 
lo, essa via de reações de clivagem e junção do DNA é bastante semelhante à 
observada durante as etapas iniciais da recombinação V(D)J. Essa semelhança 
mecanística corrobora fortemente a hipótese de que a recombinação V(D)J 
surgiu a partir da captura e “domesticação” de um transposon por um orga- 
nismo hospedeiro durante a evolução dos vertebrados. 

Embora não seja mostrado na Figura 12-21, a clivagem do DNA por uma 
reação de transesterificação também pode ocorrer entre as duas extremidades 
do transposon. Neste caso, uma extremidade 3'-OH clivada ataca a fita de 
DNA na extremidade oposta do elemento de DNA e o intermediário de DNA 
resultante é posteriormente processado para gerar o transposon excisado. 
A família de transposons IS3 utiliza esse mecanismo. 

Por que as transposases utilizam a transesterificação como um mecanis- 
mo de clivagem? Provavelmente, esta seja uma solução econômica. As trans- 
posases têm a capacidade intrínseca de promover (1) a hidrólise sítio-específi- 
ca das extremidades 3' do DNA do transposon e (2) a transesterificação dessa 
extremidade em um sítio não específico de DNA. Essas mesmas atividades, 
com a reação de transesterificação aplicada em um novo sítio no DNA (i.e. 
à fita oposta ao sítio inicial de clivagem), podem permitir que a transposase 
promova a excisão do transposon. Esse mecanismo, portanto, torna desneces- 
sária a codificação de uma segunda enzima para clivar a fita não transferida 
no transposon. 


Transposição de DNA por um mecanismo replicativo 


Alguns transposons de DNA deslocam-se utilizando um mecanismo chamado 
transposição replicativa, no qual o DNA do elemento móvel é duplicado 
a cada ciclo de transposição. Embora os produtos da reação de transposição 
sejam claramente diferentes, como veremos a seguir, o mecanismo de recom- 
binação é muito semelhante ao utilizado pela transposição por corte e cola- 
gem (Fig. 12-22). 

A primeira etapa da transposição replicativa é o posicionamento da pro- 
teína transposase nas duas extremidades do DNA do transposon para gerar 
um transposossomo. Como foi visto no caso da transposição por corte e co- 
lagem, a formação do transposossomo é essencial para coordenar as reações 
de clivagem e ligação do DNA nas duas extremidades do DNA do transposon. 

A próxima etapa é a clivagem do DNA nas extremidades do DNA do 
transposon. Essa reação é catalisada pela transposase do transposossomo. 
A transposase induz uma quebra no DNA em cada uma das junções entre a 
sequência do transposon e do DNA hospedeiro limite (ver Fig. 12-22). Essa cli- 
vagem libera duas extremidades 3/-OH de DNA na sequência do transposon. 
Ao contrário da transposição por corte e colagem, o DNA do transposon não é 
removido das sequências hospedeiras nesta etapa. Essa é a principal diferença 
entre a transposição por corte e colagem e a transposição replicativa. 

A seguir, as extremidades 3'-OH do DNA do transposon são unidas ao 
sítio do DNA-alvo pela reação de transferência de fitas. O mecanismo é o mes- 
mo visto anteriormente para a transposição por corte e colagem. Entretanto, 
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FIGURA 12-22 Mecanismo de 
transposição replicativa. O transpo- 
sossomo introduz uma quebra de fita 
simples em cada uma das extremidades 
do DNA do transposon. Essa clivagem 
gera um grupo 3-OH em cada extremi- 
dade. A segui, esses grupos OH atacam o 
DNA-alvo e ligam-se ao alvo pela transfe- 
rência de fitas de DNA. Observe que ape- 
nas uma fita é transferida para o aivo em 
cada extremidade do transposon, resul- 
tando na formação de uma estrutura de 
DNA duplamente ramificada. A maquina- 
ria de replicação é posicionada em uma 
dessas “forquilhas” (parte esquerda na 
figura). A replicação prossegue por toda 
a sequência do transposon. O produto re- 
sultante, chamado cointegrado, possui as 
duas moléculas de DNA circular que ini- 
ciaram o processo unidas por duas cópias 
do transposon. As lacunas de ssDNA no 
intermediário ramificado originam as du- 
picações do sítio-alvo. Essas duplicações 
não estão mostradas no cointegrado, por 
simplificação. 
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RBS en ão 


cointegrado com 2 cépias do transposon 


O intermediário gerado pela transferência de fitas de DNA é, neste caso, uma 
molécula de DNA duplamente ramificada (ver Fig. 12-22). Neste intermediá- 
rio, as extremidades 3' do transposon são covalentemente ligadas ao novo 
sítio-alvo, enquanto as extremidades 5' da sequência do transposon perma- 
necem ligadas ao DNA flanqueador original. 

As duas ramificações de DNA neste intermediário apresentam a estrutura 
de uma forquilha de replicação (ver Cap. 9). Após a transferência de fitas de 
DNA, as proteinas de replicação de DNA da célula hospedeira podem se po- 
sicionar nessas forquilhas. No exemplo mais bem entendido de transposição 
replicativa (do fago Mu, o qual será discutido a seguir), essa formação ocorre 
especificamente em apenas uma das duas forquilhas (ver Fig. 12-22, painéis 
inferiores). A extremidade 3'-OH clivada do DNA-alvo atua como iniciador 
para a síntese de DNA. A replicação prossegue por toda a sequência do trans- 
poson e termina na segunda forquilha. Essa reação de replicação gera duas 
cópias do DNA do transposon. Essas cópias são flanqueadas por pequenas 
duplicações diretas do DNA-alvo. 
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A transposição replicativa frequentemente provoca inversões e deleções 
cromossômicas que podem ser altamente prejudiciais para a célula hospe- 
deira. Essa tendência de provocar rearranjos confere uma desvantagem sele- 
tiva aos transposons replicativos. Talvez seja por isso que tantos elementos 
desenvolveram maneiras de se excisar completamente de suas localizações 
originais no DNA antes de se ligarem a um novo sítio no DNA. Pela excisão, 
os transposons evitam a geração dessas interrupções mais severas no genoma 
do hospedeiro. Como será descrito adiante, a transposição via intermediário 
de RNA também evita a geração desses rearranjos disruptivos. 


Os retrotransposons semelhantes a vírus e os retrovírus 
deslocam-se utilizando um intermediário de RNA 


Os retrotransposons semelhantes a vírus e os retrovírus inserem-se em novos 
sítios no genoma da célula hospedeira utilizando as mesmas etapas de cli- 
vagem de DNA e transferência de fita de DNA descritas para os transposons 
de DNA. Ao contrário dos transposons de DNA, entretanto, a recombinação 
nesses elementos envolve um intermediário de RNA. 

Um ciclo de transposição inicia com a transcrição da sequência de DNA 
do retrotransposon (ou do retrovírus) em RNA, realizada por uma RNA-poli- 
merase celular. À transcrição inicia em uma sequência promotora dentro de 
uma das LTRs (Fig. 12-23) e continua por todo o elemento, originando uma 
cópia de RNA quase completa do DNA do transposon. O RNA, então, serve de 
molde para a transcrição reversa, gerando uma molécula de DNA de dupla 
-fita, Essa molécula de DNA é chamada cDNA (para “DNA complementar”) 
e não possui nenhuma sequência do DNA hospedeiro em suas extremidades. 

Esse cDNA é reconhecido pela proteína integrase (uma proteína altamente 
relacionada às transposases dos elementos de DNA, como será visto a seguir) 
para se recombinar em um novo sítio de DNA-alvo. A integrase é colocada 
nas extremidades do cDNA e remove alguns nucleotídeos da extremidade 3' 
de cada fita. Essa clivagem é idêntica à etapa de clivagem de DNA na transpo- 
sição, Como o precursor de DNA direto para integração é gerado a partir do 
molde de RNA por transcrição reversa, ele já está na forma de transposon exci- 
sado. Portanto, esses elementos não necessitam de um mecanismo para clivar 
a segunda fita. A seguir, a integrase catalisa a inserção dessas extremidades 3' 
clivadas no sítio de DNA-alvo no genoma da célula hospedeira, utilizando 
a reação de transferência de fitas de DNA. Como discutido anteriormente, 
esse sítio-alvo pode apresentar praticamente qualquer sequência de DNA. As 
proteínas de reparo de DNA da célula hospedeira preenchem as lacunas no 
sítio-alvo geradas pela transferência de fitas, completando a recombinação. 
As duplicações no sítio-alvo são causadas pela reação de reparo de lacunas. 

Como a transcrição para gerar o intermediário de RNA inicia no interior 
de uma das LTRs, o RNA não possui a sequência inteira dessa LTR; a sequência 
entre o sítio de início da transcrição e a extremidade da LTR fica faltando. Por- 
tanto, é necessário um mecanismo especial para regenerar a sequência com- 
pleta do elemento durante a transcrição reversa. A via de transcrição reversa 
envolve dois eventos internos de formação de iniciadores e duas trocas de 
fita. Esses eventos de troca resultam na duplicação de sequências nas extre- 
midades do cDNA. Assim, o cDNA apresenta sequências LTRs reconstruídas 
e completas, para compensar as sequências perdidas durante a transcrição. 
Essa reconstrução das LTRs é essencial para que a integrase possa reconhecer 
o cDNA e para recombinações subsequentes. 


As transposases de DNA e as integrases de retrovírus 
são membros de uma superfamília de proteínas 
Como foi visto, a clivagem do DNA das extremidades 3' do DNA do trans- 


poson (ou do cDNA) e a transferência de fitas de DNA são etapas comuns, 
utilizadas para a transposição de DNA e para o deslocamento de retrotrans- 
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FIGURA 12-23 Mecanismo de in- 
tegração de retrovirus e transposição 
de retrotransposons semelhantes 
a vírus. O painel superior mostra um 
provirus integrado. Para uma visão mais 
detalhada das sequências LTR, ver as figu- 
ras no Quadro 12-3. O promotor para a 
transcrição do RNA viral está inserido na 
ITR à esquerda, como mostrado. A síntese 
de cDNA a partir desse RNA vital é expli- 
cada no Quadro 12-3. As etapas de cliva- 
gem e transferência de fita do DNA catali- 
sadas pela integrase estão mostradas. 
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posons semelhantes a vírus e retrovírus. Esse mecanismo conservado de re- 
combinação reflete-se na estrutura das proteínas transposase/integrase (Fig. 
12-24). As estruturas de alta resolução revelam que diversas transposases e 
integrases diferentes apresentam um domínio catalítico com formato tridi- 
mensional comum. Esse domínio catalítico contém três aminoácidos ácidos 
evolutivamente conservados: dois aspartatos (D) e um glutamato (E). Portan- 
to, as recombinases dessa classe são chamadas proteínas transposase/integrase 
com motivos DDE. Esses aminoácidos ácidos formam parte do sítio ativo e 
coordenam íons metálicos divalentes (como Mg” ou Mn?) que são neces- 
sários para a atividade (como descrito para as DNA-polimerases, ver Cap. 9). 
Uma característica incomum das proteínas transposases/integrases é que elas 
utilizam esse mesmo sítio ativo para catalisar as reações de clivagem de DNA e 
de transferência de fitas de DNA, em vez de apresentar dois sítios ativos, cada 
um especializado em uma reação química. 

Ao contrário da estrutura altamente conservada dos domínios cata- 
líticos, as demais regiões das proteínas dessa família não são conservadas. 


Capítulo 12 Recombinação Sítio-específica e Transposição do DNA 405 


U 
| 


integrase retroviral 


FIGURA 12-24 Similaridades entre os dominios cataliticos de transposases e de 
integrases. (a) Estruturas dos dominios centrais conservados (mostrados da direita para a 
esquerda) da transposase Tn5 (Davies D.R. et al. 2000. Science 289: 77-85), da transposase 
do fago Mu (Rice P. e Mizuuchi K. 1995. Cell 82: 209-220), e da integrase RSV (Chook YM. 
etal. 1994. J. Mol. Biol. 240: 476-500), Os elementos com a mesma estrutura secundária estão 
mostrados nas mesmas cores, Os residuos do sítio ativo do motivo DDE estão mostrados em 
formato de bastão. Imagens preparadas com Mo!Script, BobScript e Raster3D. (b) Representa- 
ção esquemática da organização do domínio das três proteinas mostradas na parte a, Os do- 
minios aminoterminais ligam-se ao DNA do elemento móvel. Os domínios centrais contêm as 
regiões catalíticas mostradas em a. Os domínios carboxiterminais estão envolvidos nos contatos 
proteina-proteina necessários para montar o transposossomo e/ou para interagir com outras 
proteínas que regulam a transposição. (Adaptada de Rice PA. e Baker TA. 2001. Nat. Struct. 
Biol. 8: 302-307.) 


Essas regiões codificam domínios de ligação ao DNA sítios-específicos e re- 
giðes envolvidas em interações proteina-proteína necessárias para a forma- 
ção do complexo proteína-DNA específico para cada elemento móvel. Assim, 
esses domínios característicos garantem que as transposases e as integrases 
catalisem especificamente a recombinação do elemento que as codifica ou de 
um elemento altamente relacionado. 

As transposases e as integrases são ativadas apenas quando estão dis- 
postas em um complexo sináptico, também chamado de transposossomo, 
no DNA (ver anteriormente). A estrutura cocristalizada da transposase do 
Tns ligada a um par de segmentos terminais do DNA do transposon fornece 
evidências a respeito desta questão de ativação (Fig. 12-25). À subunidade 
da transposase que está ligada às sequências de reconhecimento da recom- 
binase em uma das extremidades do DNA do transposon doa o domínio 
catalítico que promove a clivagem do DNA e a transferência de fitas de DNA 
na outra extremidade do transposon. Essa organização das subunidades per- 
mite o posicionamento correto da transposase para a recombinação somen- 
te quando duas subunidades e um par de extremidades de DNA estiverem 
presentes no complexo ao mesmo tempo. 


Os retrotransposons com poli(A) deslocam-se por 
um mecanismo de “processamento reverso” 


Os retrotransposons com poli(A), como os elementos LINE humanos, deslo- 
cam-se utilizando um intermediário de RNA, mas utilizam um mecanismo 
diferente do utilizado pelos elementos semelhantes a vírus. Esse mecanismo 
é chamado transcrição reversa iniciada pelo sítio-alvo (Fig. 12-26). 
A primeira etapa é a transcrição do DNA de um elemento integrado por uma 
RNA-polimerase celular (Fig. 12-26a). Embora o promotor esteja inserido na 
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FIGURA 12-25 Cocristalização 
de Tn5 ligada ao substrato de DNA. 
O complexo contém um dimero da trans- 
posase. Os domínios catalíticos estão colo- 
ridos como na Figura 12-24, As esteras em 
verde correspondem aos lons metálicos di- 
valentes ligados no sítio ativo da proteina, 
Observe que a subunidade ligada via seu 
domínio de ligação ao DNA a uma extre- 
midade do transposon doa o domínio ca- 
taltico para recombinação na outra extre- 
midade do DNA. O DNA está representado 
em azul-claro e cor-de-rosa. (Davies D.R. 
et al. 2000. Science 289: 77-85.) Imagem 
preparada com MolScript, BobScript e 
Raster3D, com modeiamento adicional do 
DNA por Leemor Joshua-Tor. 
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5'-UTR, neste caso ele pode promover o início da síntese de RNA no primeiro 
nucleotídeo da sequência do elemento. 

Esse RNA recém-sintetizado é exportado para o citoplasma e traduzido, 
produzindo as proteínas ORF1 e ORF2 (ver anteriormente). Essas proteínas 
permanecem associadas ao RNA que as codifica (Fig. 12-26b). Dessa maneira, 
um elemento promove a sua própria transposição e não fornece suas proteí- 
nas para elementos competidores. 

Então, o complexo proteína-RNA entra novamente no núcleo e associa- 
-se ao DNA celular (Fig. 12-26c). Deve-se ter em mente que a proteína ORF2 
tem as atividades de endonuclease de DNA e de transcriptase reversa. A endo- 
nuclease inicia a reação de integração pela introdução de um corte no DNA 
cromossômico (ver Fig. 12-26). As sequências ricas em T são sítios preferen- 
ciais de clivagem. A presença de bases T no sítio de clivagem permite que o 
DNA realize o pareamento de bases com a sequência da cauda poli(A) do RNA 
do elemento. À extremidade 3'-OH do DNA-alvo atua como iniciador para a 
transcrição reversa do RNA do elemento móvel (Fig. 12-26€). A proteína ORFZ 
também catalisa essa síntese de DNA. As etapas restantes da transposição, em- 
bora não sejam muito bem compreendidas, incluem a síntese da segunda fita 
do cDNA, o reparo das lacunas de DNA no sítio de inserção e a ligação para 
fechar as fitas de DNA. 

Muitos retrotransposons com poli(A) detectados pelo sequenciamento 
genômico em larga escala são elementos truncados. A maioria apresenta per- 
das na extremidade 5' e não possui cópias completas dos genes codificadores 
do elemento ou um promotor intacto. Esses elementos truncados, portanto, 
perderam a capacidade de realizar a transposição. 


EXEMPLOS DE ELEMENTOS DE | 
TRANSPOSIÇÃO E SUA REGULAÇÃO 


Os transposons tiveram grande sucesso na invasão e colonização dos geno- 
mas de todas as formas de vida. Obviamente, eles são entidades biológicas 
bastante robustas. Parte desse sucesso pode ser atribuído à regulação da trans- 
posição, realizada de maneira a auxiliar o estabelecimento de uma coexistên- 
cia harmoniosa com a célula hospedeira. Essa coexistência é essencial para 
a sobrevivência do transposon, uma vez que este não pode existir sem um 
organismo hospedeiro. Por outro lado, como já foi mencionado, os transpo- 
sons podem danificar a célula, causando mutações de inserção e alteração da 
expressão gênica e promovendo rearranjos de DNA em grande escala. Esses 
danos são observados particularmente nas plantas, uma característica que 
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FIGURA 12-26 Transposição de 
um retrotransposon com poli(A) pela 
transcrição reversa iniciada pelo sítio- 
-alvo. Um modelo para a movimentação 
de um elemento LINE. (2) Uma RNA: 
-polimerase celular inicia a transcrição 
de uma sequência LINE integrada, (b) O 
MRNA resultante é traduzido para gerar 
os produtos das duas ORFs codificadas 
que se ligam, então, à extremidade 3' de 
seu mRNA. (c) O complexo proteina-mRNA 
liga-se a um sítio rico em T no DNA-alvo. 
(d) As proteinas iniciam a clivagem do 
DNA-alvo, deixando um 3/-0H na extre- 
midade do DNA e formando um hibri- 
do RNA:DNA. (e) A extremidade 3'-OH 
do DNA-alvo atua como iniciador para a 
transcrição reversa do RNA do elemento 
móvel, produzindo cDNA (síntese da pri- 
meira fita). (f) As etapas finais da reação de 
transposição incluem a sintese da segunda 
fita, a ligação do DNA e o reparo para criar 
um elemento LINE recêm-inserido. 
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levou à descoberta dos transposons no milho (Quadro 12-3, Elementos do 
milho e descoberta de transposons). 

as seções seguintes, serão descritos, brevemente, alguns dos transposons 
mais bem entendidos e famílias de transposons. (Uma grande lista de transpo- 
sons com algumas de suas características importantes está resumida na Tab. 12-2.) 
Cada subseção apresenta uma breve visão geral de um elemento específico e um 
exemplo de regulação que é de particular importância para tal elemento, Como 
será visto, dois tipos de regulação aparecem como temas recorrentes. 


* Os transposons controlam o seu próprio número de cópias presente em 
uma determinada célula. Por meio da regulação do número de có- 
pias, esses elementos restringem seu impacto prejudicial no genoma da 
célula hospedeira. 

* Os transposons controlam a escolha do sítio-alvo. Dois tipos gerais de 
regulação do sítio-alvo são observados. No primeiro, alguns elementos 
inserem-se preferencialmente em regiões do cromossomo que tendem a 


EXPERIMENTOS-CHAVE 


Quadro 12-3 Elementos do milho e descoberta de transposons 


Os genomas das plantas são muito ricos em transposons. 
Além disso, a capacidade de os elementos de transposição 
alterarem a expressão gênica pode, com frequência, ser facil- 
mente observada como uma variação drástica na coloração 
da planta (Figs. 1 e 2 deste quadro). Assim, não surpreende 
a fato de os elementos de transposição e muitas de suas ca- 
racterísticas marcantes terem sido descobertos em plantas. 
Barbara McClintock descobriu os “elementos contro- 
ladores* no milho, no fim da década de 1940, Na verdade, 
a capacidade de os elementos de transposição provocarem 
quebras cromossômicas foi o fator que, inicialmente, cha- 
mou a atenção de McClintock. Ela observou que algumas 


QUADRO 12-3 FIGURA 1 Exemplos de variegação de 
cor em flores de boca-de-leão devida à transposição de 
Tama. O tamanho das manchas brancas está relacionado à 
frequência de transposição. (Reproduzida, com permissão, 
de Chatterjee M. e Martin C. 1997. Plant J. 11: 759-771, 
Fig. 2a. O Blackwell Publishing.) 


linhagens apresentavam quebras cromossômicas muito fre- 
quentes e nomeou como Ds (dissociador) o elemento ge- 
nético responsável por essas quebras cromossômicas. Sur- 
preendentemente, ela observou que os locais desses "hot 
spots” (ou "sítios preferenciais”) para quebras cromossômi- 
cas variavam entre linhagens diferentes e entre os mesmos 
cromossomos nos descendentes de uma mesma planta. Essa 
observação forneceu a primeira evidência de que os elemen- 
tos genéticos poderiam mover-se (ie., “transpor-se") nos cro- 
mossomos. 

Na verdade, Ds é um transposon de DNA não autôno- 
mo que se desloca pela transposição por corte e colagem. 
O deslocamento de Ds requer que um elemento Ac (ativador) 
= também descoberto por McClintock - esteja presente na 
mesma célula e forneça a proteína transposase, Hoje, Ac é re- 
conhecido como parte de uma grande família de transposons 
de DNA chamados família hAT, denominados a partir dos 
elementos hobo de drosófilas, dos elementos Ac do milho e 
dos elementos Tam da boca-de-leão. O elemento Hermes da 
mosca-doméstica também é membro dessa família e revelou- 
-se um interessante modelo para análise mecanicista. 


QUADRO 12-3 FIGURA 2 Exemplo da espiga de mi- 
lho mostrando variegação de cor devida à transposição. 
(Fotografia de Barbara McClintock; cortesia de Cold Spring 
Harbor Laboratory Archives.) 
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TABELA 12-2 Principais tipos de elementos de transposição 


Tipo Características estruturais Mecanismo de deslocamento Exemplos 
Transposição mediada por DNA 
Transposons Repetições terminais invertidas Uma cópia do DNA do elemento  Tn3, yô, fago Mu 
bacterianos que flanqueiam genes da acompanha cada ciclo de 
replicativos transposase e de resistência a inserção em um novo sítio-alvo 
antibióticos 
Transposons Repetições terminais invertidas Excisão de DNA de um sítio antigo Tn5, Tn10, Tn7, 15911, Tn917 
bacterianos de que flanqueiam genes da e inserção em um novo sítio 
corte e colagem transposase e de resistência a 
antibióticos 
Transposons Repetições invertidas que Excisão de DNA de um sítio antigo Elementos P (Drosophila), 
eucarióticos flanqueiam uma região e inserção em um novo sítio família de elementos hAT, 
codificadora com introns elementos Tc1/Mariner 
Transposição mediada por RNA 
Retrotransposons  Repetições terminais diretas (LTRs) Transcrição em RNA a partirdo Elementos Ty (levedura), 
semelhantes a com —250 a 600 pb, flanqueando promotor da LTR esquerda pela elementos Copia 
vírus genes da transcriptase reversa, RNA-polimerase Il, seguida pela (Drosophila) 
integrase e proteína Gag transcrição reversa e inserção 
semelhante a retrovirus no sítio-alvo 
Retrotransposons Sequência 3' rica em A-Te5'-UTR Transcrição em RNA a partirde Elementos F e G (Drosophila) 
com poli(A) flanqueando genes que codificam promotor interno; transcrição elementos LINE e SINE 
uma proteina de ligação ao RNAe reversa iniciada pelo sítio alvo (mamíferos), sequências 
transcriptase reversa mediada por clivagem com Alu (seres humanos) 
endonuclease 


ser menos prejudiciais à célula hospedeira, Essas regiões são chamadas re- 
fúgios seguros para transposons. No segundo tipo de regulação, alguns 
transposons especificamente evitam a transposição em seu próprio DNA. 
Esse fenômeno é chamado imunidade do alvo da transposição. 


Transposons da família 154 são elementos compactos com 
múltiplos mecanismos para o controle do número de cópias 


O transposon bacteriano Tn10 é um representante bem-caracterizado da fa- 
mília 154, que também inclui o Tn$. O Tn10 é um elemento compacto de 
9 kb que codifica um gene para sua própria transposase, além de genes que 
conferem resistência ao antibiótico tetraciclina (Fig. 12-27). 

O Tn10 transpõe-se pelo mecanismo de corte e colagem (descrito ante- 
riormente), utilizando a estratégia de grampo de DNA para clivar as fitas não 


FIGURA 12-27 Organização gênica do transposon bacteriano Tn10. O mapa mos- 
tra os elementos funcionais no transposon bacteriano Tn70. O Tn70, como muitos transposons 
bacterianos, contém, na verdade, dois “minitransposons” em suas extremidades. No Tn70, esses 
elementos são chamados IS70L (do inglês, left [à esquerdal) e IS7OR (do inglês, right [à direita). 
Os dois tipos de elementos 1510 podem transpor-se e são encontrados no DNA separados do 
Tn10. Os triângulos em branco mostram as sequências repetidas invertidas nas extremidades dos 
elementos IS e Tn10. Embora essas quatro cópias não sejam exatamente iguais na sequência, 
todas são reconhecidas pela transposase de Tn 10 e são utilizadas como sítios de recombinação. 
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FIGURA 12-28 Regulação da ex- 
pressão de Tn10 por RNA antissenso. 
(a) Um mapa das regiões promotoras que 
se sobrepõem é mostrado. O promotor de 
transcrição para a esquerda (Pa) promo- 
ve a expressão do gene da transposase; 
o promotor de transcrição para a direita 
(Pan), Situado a 36 bases à esquerda de 
P., promove a expressão de um RNA an- 
tissenso. As primeiras 36 bases de cada 
transcrito são complementares entre si. 
Nas células, o transcrito antissenso inicia- 
do em Pay é mais estável que o mRNA 
iniciado em P. (b) Nas células com alto 
número de cópias de Tn10, o pareamento 
RNA:RNA acorre frequentemente e blo- 
queia a tradução do mRNA da transpo- 
sase (reduzindo o número de cópias do 
elemento de transposição). (c) Nas células 
com baixo número de cópias do transpo- 
son, o pareamento RNA:RNA ocorre ra- 
ramente; portanto, a tradução do mRNA 
da transposase é eficiente, e o número de 
cópias nas células é aumentado. 
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transferidas (Figs. 12-18 e 12-21). O Tn10 está organizado em três módulos 
funcionais. Essa organização é relativamente comum, e os elementos que a 
apresentam são chamados transposons co: Os dois módulos mais 
externos, chamados IS10L (L, do inglês, left [esquerda]) e IS10R (R, do in- 
glês, right [direita]), são, na verdade, minitransposons. (“IS” corresponde à 
sequência de inserção [do inglês, insertion sequence.) ISIOR codifica o gene 
para a transposase que reconhece as sequências repetidas invertidas termi- 
nais de IS10R, IS10L e Tn10. A IS10L, embora com sequência muito similar 
à ISIOR, não codifica uma transposase funcional, Assim, tanto ISIOR como 
Tn10 são autônomos, enquanto IS10L é um transposon não autônomo. 
Como esperado, considerando sua mobilidade, ambos os tipos de elementos 
1510 são também encontrados dissociados de Tn10 em genomas. 

Tn10 limita seu número de cópias em uma determinada célula por estra- 
tégias que restringem a sua frequência de transposição. Por exemplo, um dos 
mecanismos é a utilização de um RNA antissenso para controlar a expressão 
do gene da transposase (ver Fig. 12-29) (para uma discussão sobre regulação 
por RNA antissenso, ver Caps. 19 e 20). Dois promotores, situados próximos 
à extremidade da IS10R, comandam a síntese de RNA pela RNA-polimerase da 
célula hospedeira. O promotor que promove a transcrição para o lado interno 
(Ps) é o responsável pela expressão do gene da transposase. O promotor que 
promove a transcrição para o lado externo (Po), em contrapartida, atua na 
regulação da expressão da transposase pela produção de RNA antissenso. 

Por esse mecanismo, as células que contêm muitas cópias de Tn10 trans- 
creverão uma quantidade maior de RNA antissenso que, por sua vez, limitará 
a expressão do gene da transposase (Fig. 12-28; ver legenda para mais deta- 
lhes). Portanto, a frequência de transposição será muito baixa em uma linha- 
gem desse tipo. Em contrapartida, se existir apenas uma cópia de Tn10 na 
célula, o nível de RNA antissenso será baixo, a síntese da proteína transposase 
será eficiente, e a transposição ocorrerá em uma frequência elevada. 
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O fago Mu é um transposon extremamente robusto 


O fago Mu, assim como o bacteriófago à, é um bacteriófago lisogênico 
(ver Apêndice 1). Mu é também um grande transposon de DNA. Mu utili- 
za a transposição para inserir seu DNA no genoma da célula hospedeira 
durante a infecção, e, desta forma, é semelhante aos retrovírus (discutidos 
anteriormente). Mu também utiliza múltiplos ciclos de transposição replica- 
tiva para amplificar o seu DNA durante a multiplicação lítica. Durante o ciclo 
lítico, esse fago realiza cerca de 100 ciclos de transposição por hora, o que o 
torna o mais eficiente dos transposons conhecidos. Além disso, mesmo quan- 
do presente na forma lisogênica quiescente, a transposição de seu genoma é 
bastante frequente, em comparação com a frequência de transposons tradi- 
cionais como o Tn10. O nome Mu vem de “mutator” (modificador), e deve-se 
à sua habilidade de se transpor de maneira promíscua: as células que possuem 
uma cópia do DNA de Mu inserida acumulam frequentemente mutações no- 
vas devido à inserção do DNA do fago em genes celulares. 

O genoma do fago Mu tem cerca de 40 kb e contém mais de 35 genes, mas 
apenas dois codifica proteínas com funções específicas à transposição. Estes 
são os genes À e B, que codificam as proteínas MuA e MuB. MuA é a trans- 
posase e pertence à superfamília de proteínas DDE, discutida anteriormente. 
Mu é uma ATPase que estimula a atividade da MuA e controla a escolha do 
sítio-alvo de DNA (Fig. 12-29). Esse processo é explicado na próxima seção. 


Mu utiliza a imunidade do alvo para evitar 
a transposição em seu próprio DNA 


Mu, como muitos outros transposons, mostra pouca preferência por sequên- 
cias específicas em seus sítios-alvos. Como resultado, há uma grande quanti- 
dade de sítios-alvo “satisfatórios” no DNA, incluindo o DNA do próprio ge- 
noma de Mu, Uma vez que a escolha do sítio-alvo é praticamente aleatória, 
como Mu evita a transposição em seu próprio DNA, situação que poderia 
resultar em severas interrupções nos genes do fago? 

Esse problema é resolvido porque a transposição de Mu é regulada por um 
processo chamado imunidade do alvo da transposição (ver Quadro 12-4, 
Mecanismo da imunidade do alvo da transposição). Os sítios de DNA que cer- 
cam uma cópia do elemento Mu, incluindo o DNA do próprio elemento, são 
transformados em alvos muito fracos para um novo evento de transposição. 

A imunidade do alvo da transposição é observada em inúmeros elementos 
de transposição diferentes e pode atuar em distâncias muito longas. Para Mu, 
sequências localizadas a aproximadamente 15 kb de distância de uma inserção 
de Mu preexistente são imunes a novas inserções. Para alguns elementos mó- 
veis - por exemplo, Tn3 e Tn7 - a imunidade do alvo estende-se a até mais de 
100 kb. A imunidade do alvo protege um elemento de se transpor para dentro 
de si ou de ter outra nova cópia de um elemento do mesmo tipo inserida den- 
tro de seu genoma. Além disso, esse tipo de regulação da seleção do DNA-alvo 
também incentiva o deslocamento e a inserção dos elementos em locais novos 
e “distantes” dos locais em que estavam inicialmente inseridos, uma caracte- 
rística que também pode ser vantajosa para a sua propagação e sobrevivência. 


Os elementos Tc1/mariner são elementos de 
DNA muito bem-sucedidos em eucariotos 


Os membros da família de elementos Tc1/mariner são amplamente difundidos, 
tanto em invertebrados como em vertebrados. Os elementos dessa família são 
os transposons de DNA mais comuns encontrados nos eucariotos. Embora esses 
transposons sejam claramente relacionados, os membros isolados de organismos 
diferentes apresentam características distinguíveis e são nomeados de maneiras 
diferentes. Por exemplo, elementos provenientes do nematódeo Caenorhabditis 
elegans são chamados de elementos Tc, ao passo que os elementos originalmente 
denominados de Mariner foram isolados de espécies de Drosophila. 
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FIGURA 12-29 Visão geral das eta- 
pas iniciais da transposição de Mu. As 
quatro subunidades da transposase MuA 
associam-se às extremidades do DNA de 
Mu. MUB liga-se ao ATP e, a seguir, a qual- 
quer sequência de DNA. Uma interação 
proteina-proteina entre MuA e MuB leva 
o complexo MUA DNA-transposossomo 
para um novo síto-alvo no DNA, MuB não 
está mostrada no último painel porque, 
após a transferência de fitas de DNA, ela 
não é mais necessária e, provavelmente, 
dissocia-se do complexo. 
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formação do 
transposossomo 
MuBO 


Os elementos Tc1/mariner estão entre os mais simples transposons autô- 
nomos conhecidos. Em geral, eles possuem entre 1,5 e 2,5 kb de comprimen- 
to e carregam apenas um par de sequências repetidas invertidas terminais 
(o sítio de ligação da transposase) e um gene codificando uma proteína trans- 
posase da superfamília de transposase DDE (ver anteriormente). Ao contrário 
de muitos transposons, nenhuma proteína acessória é necessária para a trans- 
posição, embora as etapas finais de recombinação necessitem das proteínas 
celulares de reparo de DNA. Essa simplicidade de estrutura e de mecanismo 
é provavelmente pelo enorme sucesso desses elementos em uma 
variedade tão grande de hospedeiros. 

Os elementos Tc1/mariner deslocam-se pelo mecanismo de corte e cola- 
gem (Fig. 12-19). O DNA do transposon é removido do local anterior do DNA 
hospedeiro por pares de clivagens espaçadas por dois pares de bases. Esses 
elementos apresentam uma forte preferência de inserção em sítios de DNA 
com a sequência 5'-TA (que é, obviamente, muito comum). 
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CONCEITOS AVANÇADOS 
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12-4 Mecanismo da imunidade do alvo da transposição 


A interação entre a transposase MuA e a ATPase MuB é a 
parte central do mecanismo da imunidade do alvo da trans- 
posição. As interações entre MUA e MuB impedem a ligação 
de MuB a uma região no DNA próxima ao local em que MuA. 
está ligada. As interações responsáveis por essa ação recipro- 
ca entre MuA e MuB são: 


* MuA inibe a ligação de MuB aos sítios de DNA próximos. 

Essa inibição requer a hidrólise de ATP. 

* MuB auxilia MuA a encontrar um sítio-alvo para a 
transposição. 

Para ver como as interações individuais proteina-proteí- 
na e proteina-DNA funcionam em conjunto para gerar imuni- 
dade do alvo, considere-se a transposição em dois segmentos 
candidatos de DNA: um é qualquer segmento representativo 
de DNA, enquanto o segundo possui uma cópia de Mu já in- 
serida (ver Fig. 1 deste quadro), O primeiro segmento de DNA 
será chamado de região não protegida (virgem) e o segundo 
segmento de DNA, de região imune (com Mu). 

O que acontece em cada região de DNA à medida que 
Mu se prepara para a transposição? Primeiro, serão conside- 
rados os eventos na região virgem. MuB, em complexo com 
ATP (MuB-ATP), irá se ligar ao DNA, utilizando sua ativida- 
de de ligação não específica ao DNA. Ao mesmo tempo, a 
transposase MuA formará um transposossomo no DNA de 
Mu. MuA do transposossomo pode realizar contatos protei- 
na-proteina com o complexo MuB-DNA na região virgem. 
Como resultado dessa interação, MuB libera esse DNA para 
“que MuA possa utilizá-lo como sítio-alvo. 

Em contrapartida, tanto MuA como MuB se ligam ao 
DNA na região imune. MUA interage com seus sítios de 
ligação específicos que já estão presentes no genoma de 


QUADRO 12-4 FIGURA 1 As interações entre MuA e 
MuB no DNA resultam no desenvolvimento de um alvo de 
DNA imune. Os sítios da ligação de MuA localizam-se nas 
repetições terminais invertidas das extremidades do trans- 
poson (verde-escuro). Por simplificação, MuA está ilustrada 
como ligada a apenas uma das duas regiões repetidas. Cada 
vez que MuB hidrolisa ATP, ela dissocia-se do DNA (MuB liga- 
da ao ATP está mostrada em verde mais escuro); essa reação 
de hidrólise é estimulada pelo contato MuA-MuB. Embora a 
figura mostre a interação de MUA apenas com duas molécu- 
las de MuB, ela irá interagir com todas as MuBs ligadas situ- 
adas próximas ao seu sítio de ligação ao DNA. Segmentos de 
DNA de 5 a 15 kb podem tornar-se “imunes” por uma única 
sequência repetida terminal invertida ligada pela MuA. 


Mu; MuB-ATP liga-se novamente, utilizando sua afinida- 
de por qualquer sequência de DNA. Porém, quando MuA 
e MuB estão ligadas a essa região, elas interagem. Como 
resultado, MuA estimula a hidrólise de ATP pela MuB e a 
dissociação da MuB deste DNA. Portanto, MuB não se acu- 
mula sobre esse segmento de DNA imune. Desta maneira, 
as proteínas de transposição de Mu utilizam a energia ar- 
mazenada no ATP para evitar que o genoma de Mu se torne 
um alvo para a transposição. Como esperado, segundo esse 
mecanismo, mesmo um único sítio de ligação de MuA em 
uma molécula de DNA é o suficiente para conferir a imuni- 
dade do alvo. 


DNA virgem” 


DNA imune 


O que acontece com o sítio “vazio” no cromossomo hospedeiro quando 
um transposon é excisado? No caso dos elementos Tc1/mariner, as análises de 
sequência de DNA que já tiveram um transposon excisado revelam que, às 
vezes, essas extremidades clivadas do DNA são preenchidas (pela síntese de 
reparo de DNA) e ligadas diretamente (ver discussão sobre junção de extremi- 
dades não homólogas no Cap. 10). Essas reações de reparo resultam na incor- 
poração de alguns pares de bases de DNA extras no antigo sítio de inserção. 
Essas pequenas inserções de DNA são conhecidas como pegadas (footprints), 
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FIGURA 12-30 Elementos Ty de 
levedura empacotados nas particu- 
las virais. (a) Micrografia eletrônica de 
células de Saccharomyces cerevisiae com 
superexpressão de partículas de 1y1 seme- 
lhantes a vírus. As partículas são visuali- 
zadas como estruturas ovais eletrodensas. 
(b) Microscopia crioeletrônica mostran- 
do as reconstruções tridimensionais dos 
virions de Ty!. Esses elementos de Ty 
contêm uma proteina Gag truncada que 
forma a carapaça espinhosa de unidades 
triméricas das partículas. (Reproduzida, 
com permissão, de Craig N, et al. 2002. 
Mobile DNA Il, © ASM Press. b, Também 
cortesia de H. Saibil) 
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uma vez que são vestígios deixados por um transposon que se deslocou em 
direção a um novo sítio no genoma. 

Em contrapartida a muitos transposons, a transposição dos elementos 
Tel/ mariner não é bem controlada. Talvez devido a essa falta de controle, diver- 
sos elementos encontrados pelo sequenciamento genômico estão “mortos” (Le, 
incapazes de realizar a transposição). Por exemplo, muitos elementos contêm 
mutações no gene da transposase que o inativam. Usando um grande número 
de sequências dos elementos inativos e ativos, os pesquisadores construíram um 
elemento Tc1/mariner artificial hiperativo. Esse elemento, denominado Sleeping 
Beauty (“Bela Adormecida”), transpõe-se com muito mais frequência do que os 
elementos isolados naturalmente. O Sleeping Beauty é uma ferramenta promis- 
sora para estudos e experimentos de mutagênese e inserção de DNA em muitos 
organismos eucarióticos. Além disso, essa reconstrução experimental revela que 
a frequência de transposição por elementos Tc1/mariner é naturalmente manti- 
da em níveis basais devido à atividade subótima de suas enzimas transposases. 


Os elementos Ty de levedura transpõem-se 
para refúgios seguros no genoma 


Os elementos Ty (do inglês, transposons in yeast), proeminentes transposons 
em leveduras, são retrotransposons semelhantes a vírus. De fato, sua seme- 
lhança com os retrovírus estende-se para além de seu mecanismo de transposi- 
ção: Ty RNA é encontrado em células em partículas empacotadas semelhantes 
a vírus (Fig. 12-30). Assim, esses elementos parecem ser vírus, mas não podem 
sair de uma célula para infectar novas células. Existem muitos tipos de elemen- 
tos Ty bem-estudados; por exemplo, S. cerevisiae contém membros das classes 
Ty1, Ty3, Ty4 e TyS (embora todos os elementos Ty5 nessa espécie de levedura 
pareçam estar inativos). Cada uma das classes de elementos Ty promove a sua 
própria mobilidade, mas não mobiliza elementos de outras classes. 

Os elementos Ty integram-se, preferencialmente, em regiões cromossô- 
micas específicas (Fig. 12-31). Por exemplo, os elementos Ty1 quase sempre se 
transpõem no DNA a até cerca de 200 pb a montante de um sítio de iniciação 
de transcrição pela enzima RNA-polimerase III (Pol Ill) da célula hospedeira 
(ver Cap. 13). A RNA Pol III transcreve especificamente os genes de tRNA, e 
a maioria das inserções de Ty1 ocorrem próximo desses genes. A integração 
de Ty3 também está muito relacionada aos promotores de Pol III. Neste caso, 
a integração é precisamente direcionada ao sítio de iniciação da transcrição 
(+ 2 pb). Em contrapartida, TyS integra-se, preferencialmente, em regiões do 
genoma que estão em estado quiescente de transcrição, silenciado. A regiões 
silenciadas preferidas por TyS incluem os telômeros e as cópias silenciadas 
dos loci de tipos acasalantes (ver Cap. 11). Em todos esses casos, o mecanismo 
de seleção regional do sítio-alvo envolve a formação de complexos proteina- 
-proteína específicos entre a integrase do elemento - ligada em um complexo 
ao cDNA - e proteínas específicas da célula hospedeira ligadas a esses sítios 
cromossômicos. Por exemplo, a integrase Ty5 forma um complexo específico 
com a proteína silenciadora de DNA Sir4 (ver Cap. 19). 

Por que os elementos Ty apresentam essa preferência regional pelo sítio- 
-alvo? Acredita-se que essa especificidade pelo alvo permita a manutenção 
do transposon no organismo hospedeiro, pois concentra a maioria de suas 
inserções em regiões afastadas das regiões importantes do genoma que estão 
envolvidas diretamente na síntese de proteínas. O uso desse tipo de trans- 
posição pode ser especificamente importante em organismos com genomas 
pequenos ricos em genes, como a levedura. 


LINEs promovem a sua própria transposição 
e até a transposição de RNAS celulares 
Os retrotransposons com poli(A) autônomos, conhecidos como LINES, são 


abundantes nos genomas de vertebrados. Na verdade, as sequências LINE 
correspondem a cerca de 20% do genoma humano. Estes elementos foram 
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FIGURA 12-31 Sítios de integração agrupados, observados para elementos Ty. 
Cada quadrado colorido representa um sitio conhecido para a inserção do transposon. Obser- 
va-se que as inserções de Ty1, TY2, Ty3 e Tyá estão próximas aos genes de tRNA, os quais são 
transcritos pela RNA-poiimerase Il celular. A inserção ocorre a montante do gene e portanto 
não interfere na sua expressão. Ty1 e Ty2 são elementos altamente relacionados e, portanto, 
estão agrupados. Ty5 é encontrado próximo às extremidades dos cromossomos e próximo aos 
Joci de tipos acasalantes (ver Cap. 11) que estão “silenciados” (i.e., não estão sendo altamente 
transcritos). (Cortesia de Dan Voytas.) 


inicialmente reconhecidos como uma família de sequências repetitivas. Seu 
nome é derivado desta identificação inicial: LINE é o acrônimo para “long 
interspersed nuclear element” (elemento nuclear intercalado longo ). O elemen- 
to L1 é um dos LINES mais bem conhecidos do genoma humano. Além de 
promover sua própria mobilidade, os LINES também fornecem as proteínas 
necessárias para a transcrição reversa e para a integração de outras classes de 
sequências repetidas relacionadas, os retrotransposons com poli(A) não au- 
tônomos, conhecidos como elementos nucleares intercalados curtos (SINES, 
short interspersed nuclear elements). O sequenciamento genômico revelou, mais 
uma vez, à presença de uma enorme quantidade desses elementos, os quais, 
normalmente, apresentam entre 100 e 400 pb. A sequência Alu é um exem- 
plo de SINE altamente difundido no genoma humano. Uma comparação das 
estruturas típicas de elementos LINE e SINE pode ser vista na Figura 12-32. As 
sequências LINES e SINEs se assemelham a genes simples. Na verdade, as se- 
quências cis-atuantes, importantes para a transposição, incluem simplesmen- 
te um promotor - para promover a transcrição do elemento em RNA — e uma 
sequência poli(A). Deve-se ter em mente que esses resíduos A hibridizam-se 
ao DNA no sítio-alvo, gerando a extremidade iniciadora para a transcrição 
reversa (ver Fig. 12-23). 

Essas necessidades de sequência simples para a transposição representam 
um problema para as LINES: como elas evitam a transposição de moléculas de 
mRNA celulares? Todos os genes possuem um promotor, e a maioria deles é 
transcrita em um mRNA com uma sequência poli(A) na extremidade 3º da mo- 
lécula (Cap. 13). Assim, qualquer mRNA poderia ser um substrato “atraente” 
para a transposição. Na verdade, o sequenciamento genômico forneceu evi- 
dências claras de que a transposição de RNAs celulares é realizada pelo meca- 
nismo de transcrição reversa iniciada pelo alvo. 


FIGURA 12-32 Organização ge- 
nética característica de LINE e SINE. 
Observa-se o comprimento variável da se- 
quência poli(A) na extremidade direita dos 
elementos. Essa é uma característica que 
define os retrotransposons com poli(A). 
Esses elementos também são flanque- 
ados por duplicações do sítio-alvo com 
comprimentos variáveis (pontas de seta 
azuis). Os elementos e sequências não es- 
“ão mostrados em escala. Os dois tipos de 
elemento também possuem sequências 
promotoras. Ver Figuras 12-20 e 12-28. 
(Adaptada, com permissão, de Bushman 
F. 2002. Lateral DNA transfer, p. 251, 
Fig. 8.4. © Cold Spring Harbor Laboratory 
Press) 
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Existem cópias adicionais de sequências altamente relacionadas a diver- 
sos genes celulares dispersas no genoma. Essas cópias parecem ter perdido 
seus promotores e íntrons (regiões de sequência presentes no gene, mas que 
foram removidas do mRNA pelo processamento de RNA) (ver Cap. 14), e, 
frequentemente, contêm interrupções próximas das extremidades 5'. Essas 
sequências são conhecidas como pseudogenes processados e, em geral, 
não são expressos na célula. Esses pseudogenes são frequentemente flanque- 
ados por repetições curtas no DNA-alvo. Essa estrutura é exatamente o que se 
espera da transposição de um mRNA celular promovida por LINE. 

Embora a transposição de RNAs celulares possa ocorrer, é um evento raro. 
O principal mecanismo utilizado para evitar esse processo é a ligação das pro- 
teínas codificadas por LINE rapidamente aos seus próprios RNAs durante a 
tradução (ver Fig. 12-23). Assim, elas apresentam uma forte tendência em 
catalisar a transcrição reversa e a integração do RNA que as codifica. 


RECOMBINAÇÃO V(D)J 


Viu-se que a transposição está envolvida no deslocamento de vários elemen- 
tos genéticos diferentes. As células, entretanto, também aproveitam esse me- 
canismo de recombinação para funções que auxiliam diretamente o organis- 
mo. O melhor exemplo é a recombinação V(D)J, que ocorre nas células do 
sistema imunológico dos vertebrados. 

O sistema imunológico dos vertebrados tem a função de reconhecer e agir 
defensivamente contra os organismos invasores, incluindo vírus, bactérias e 
eucariotos patogênicos. Os vertebrados possuem dois tipos celulares especiali- 
zados dedicados ao reconhecimento desses invasores: células B e células T. As 
células B produzem anticorpos que circulam na corrente sanguínea, e as cé- 
lulas T produzem proteinas receptoras ligadas a sua membrana (chamadas de 
receptores de células T). O reconhecimento de uma molécula “estranha” 
por qualquer uma dessas classes de proteínas desencadeia uma série de even- 
tos cujo propósito é a destruição do invasor. Para desempenhar corretamente 
suas funções, os anticorpos e os receptores de células T devem ser capazes de 
reconhecer um conjunto extremamente diverso de moléculas. O principal 
mecanismo utilizado para gerar anticorpos e receptores de células T com ta- 
manha diversidade baseia-se em um conjunto especializado de rearranjos de 
DNA, conhecido como recombinação V(D)J. 

Os genes que codificam os anticorpos e os receptores de células T são 
compostos por segmentos gênicos que serão organizados por uma série de 
rearranjos sequência-específicos de DNA. Para entender como essa recom- 
binação gera a diversidade necessária, é preciso analisar a estrutura de uma 
molécula de anticorpo (Fig. 12-33); os receptores de células T possuem uma 
estrutura modular semelhante. A Figura 12-34 ilustra uma região genômi- 
ca que codifica uma meolécula de anticorpo. Os anticorpos são formados 
por duas cópias de uma cadeia leve e duas cópias de uma cadeia pesada. 
A porção da proteína que interage com as moléculas estranhas é chamada 
sítio de ligação ao antígeno. Essa região de ligação é construída a partir 
dos domínios V, e V, da molécula de anticorpo, mostrados na Figura 12-33. 
O “V” significa que a sequência proteica nesta região é altamente variável. 
Os outros domínios do anticorpo são chamados regiões “C”, ou constantes, 
e não diferem entre diferentes moléculas de anticorpos. 

A Figura 12-34a mostra a região genômica que codifica uma cadeia leve 
de anticorpo (de um camundongo), chamada locus x. Essa região carrega cerca 
de 300 segmentos gênicos que codificam diferentes versões da região proteica 
V, da cadeia leve. Também existem quatro segmentos gênicos que codificam 
uma pequena região de sequência proteica chamada região J, seguidos por 
uma única região codificadora para o domínio C,. Pelo mecanismo que será 
descrito adiante, a recombinação V(D)J pode fusionar o DNA entre quaisquer 
pares de segmentos V e J. Assim, como resultado da recombinação, 1.200 va- 
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FIGURA 12-33 Estrutura de uma 
molécula de anticorpo. As duas cadeias 
leves estão mostradas em cor-de-rosa; as 
cadeias pesadas estão mostradas em azul. 
A região variável e a região constante es- 
tão marcadas apenas no lado esquerdo da 
molécula. Observa-se que a região de li- 
gação ao antigeno é formada na interface 
entre os domínios V, e Vy, (Harris LJ. et al. 
1998. 1. Mol. Biol. 275; 861-872.) Ima- 
gem preparada com MolScript, BobScript 
e Raster3D. 


FIGURA 12-34 Visão geral do 
processo de recombinação V(D)J. 
(Painéis superiores) Etapas envolvidas na 
produção da cadeia leve de uma molécu- 
ú + g la de anticorpo. (a) Organização genéti- 
y ca da porção do DNA da cadeia leve em 

oaas RED prin her T 

V(D)J (DNA da linhagem germinativa). 

transcrição. (b) Recombinação entre dois segmentos 

gênicos específicos (V3 e J3) que ocorre 

durante o desenvolvimento de células B. 

RNA transcrito TE E Este é apenas um dos muitos tipos de 
eventos de recombinação que podem 

RNA processado ocorrer em diferentes células pré-B, O lo- 

cus recombinado é, então, transcrito e o 

RNA é processado (Cap. 14) para justapor 


MRNA maduro um segmento gênico de região constante. 
O mRNA resultante é traduzido, gerando 


tradução a proteina da cadeia leve. (c) Representa- 

ção esquemática da região genética ainda 

vic mais complexa da cadeia pesada, com 

proteina da mo seus segmentos gênicos "D” adicionais e 

múltiplos tipos de segmentos de região 

é constante (Ca, Cy, etc.). (Adaptada, com 

Vi v2 Vn DDZ Dn Ji 323i C5 Cr Ce Ca E E ETET 
ame Spring Harbor Laboratory Press.) 
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riantes de cadeia leve do anticorpo podem ser produzidas a partir dessa única 
região genômica. Esses segmentos são então unidos à região codificadora de 
C, pelo processamento de RNA (Cap. 14). 

A construção dos segmentos gênicos que codificam a cadeia pesada dos 
anticorpos é semelhante. Neste caso, entretanto, há um tipo adicional de seg- 
mento gênico, chamado de D (para “diversidade”) (Fig. 12-34c). Genes de 
cadeia pesada podem ser bastante complexos. Por exemplo, um locus espe- 
cífico de cadeia pesada em um camundongo pode ter mais de 100 regiões V, 
12 regiões D e quatro regiões J. A recombinação V(D)J pode montar esse gene 
para gerar mais de 4.800 sequências proteicas diferentes. Como os anticorpos 
funcionais podem ser construídos a partir de qualquer par de cadeias leves e 
pesadas, a diversidade gerada pela recombinação nos loci leve e pesado apre- 
senta impacto multiplicativo na estrutura da proteína. 


Os eventos iniciais da recombinação V(D)J ocorrem por 
um mecanismo similar à transposição por excisão 


As sequências de recombinação, chamadas sequências-sinais de recombi- 
nação, flanqueiam os segmentos gênicos que são montados pela recombina- 
ção V(D)J. Todos esses sinais possuem dois motivos de sequência altamente 
conservados, um com 7 pb de comprimento (o heptâmero) e outro com 9 pb 
(o nonâmero) (Fig. 12-35). Esses motivos são ligados pela recombinase (ver 
discussão a seguir). As sequências-sinais de recombinação estão incluídas em 
duas classes, Uma classe apresenta os motivos de 7 e 9 pb espaçados por uma 
sequência de 12 pb, enquanto a segunda classe apresenta esses motivos es- 
paçados por 23 pb (Fig. 12-35a). A recombinação sempre ocorre entre um 
par de sequências-sinais de recombinação, nas quais uma parceira possui o 
“espaçador” de 12 pb e a outra possui o “espaçador” de 23 pb. Esses pares de 
sequências-sinais de recombinação estão organizados como repetições inver- 
tidas flanqueando os segmentos de DNA que estão destinados a ser unidos 
(Fig. 12-35b). 

A recombinase responsável pelo reconhecimento e clivagem das sequên- 
clas-sinais de recombinação é composta por duas subunidades proteicas cha- 
madas RAG1 e RAG2 (RAG, recombination-activating gene [gene ativador da 
recombinação |). Essas proteínas atuam de modo muito semelhante à trans- 
posase (Fig. 12-36). Elas reconhecem as sequências-sinais de recombinação e 
pareiam os dois sítios, formando um complexo sináptico proteína-DNA. 


Peptámero espaçacer de 2390 rerâmero 


TED rare 
EE re rem 


FIGURA 12-35  Sequências-sinais de recombinação reconhecidas na recombina- 
ção V(D)J. (a) Visão detalhada dos dois tipos de sequências-sinais de recombinação (RSs), 
O espaçador de 12 pb está mostrado em azul; o espaçador de 23 pb está mostrado em verde 
eos elementos de sequência conservados heptâmeros e nonâmeras, compartilhados pelos dois 
tipos de sequências, estão em verde-claro. A sequência de nucleotídeos na região do espaça- 
dor não é importante. O comprimento, entretanto, é fundamental. (b) Exemplos de rearranjos 
RSS nas regiões gênicas que codificam os anticorpos (genes de Ig) e proteínas de receptores 
de células T (genes de TCR). (a, Adaptada, com permissão, de Bushman F. 2002. Lateral DNA 
transfer, p. 346, Fig. 11.5, © Cold Spring Harbor Laboratory Press.) 
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RAGI e 


RAG2, 
proteina HMG 


recombinação adicional estrutura descartada 


A seguir, as proteínas RAG1 desse complexo introduzem quebras de fita 
simples no DNA em cada uma dessas junções, entre a sequência-sinal de re- 
combinação e o segmento gênico que será rearranjado (Fig. 12-36a). O sítio 
de clivagem é tal que o segmento codificador da proteina possui agora uma 
extremidade 3'-OH de DNA livre (Fig. 12-36b). Então, como foi visto ante- 
riormente para algumas reações de excisão de transposon (especialmente na 
via de Hermes) (ver Fig. 12-21), essa extremidade 3'-OH do DNA ataca a fita 
oposta da dupla-hélice de DNA. Esse ataque resulta nas reações acopladas de 
clivagem e ligação de DNA, que geram uma extremidade de DNA em for- 
mato de grampo. São os segmentos de sequências codificadoras de proteina 
que possuem as extremidades de DNA em formato de grampo, enquanto as 
sequências-sinais de recombinação agora têm quebras de dupla-fita normais 
em suas extremidades (Fig. 12-36c). Esse mesmo mecanismo gera um grampo 
de DNA em cada um dos dois segmentos de DNA recombinante. 

Assim que as duas sequências de DNA no complexo sináptico tiverem 
sido cortadas e “transformadas em grampo” pela recombinase RAG, protei- 
nas celulares de reparo do DNA assumem o controle e finalizam a reação de 
recombinação (Fig. 12-36d). As extremidades de DNA em formato de grampo 
dos dois segmentos codificadores de proteína devem ser abertos, e essas ex- 
tremidades devem, então, ser unidas. As proteínas de junção de extremidades 
não homólogas (ver Cap. 10) participam dessa reação. Além disso, a ligação 
do DNA é frequentemente acompanhada pela adição (ou deleção) de alguns 
nucleotídeos. Essas adições são análogas às “pegadas” deixadas no DNA-alvo 
antigo quando transposons são removidos, como descrito para os transpo- 
sons Tel/mariner. Os nucleotídeos adicionados fornecem um componente 
extra para diversidade de sequência da molécula proteica resultante. O par 
de sequências-sinais de recombinação clivadas também é unido durante a 
recombinação. Esse evento gera uma molécula de DNA circular que é normal- 
mente descartada pela célula. 
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FIGURA 12-36 Via de recombi- 
nação V(D)J: as clivagens ocorrem 
por um mecanismo semelhante à 
excisão de transposon. As recombina- 
ses catalisam as clivagens de fita simples 
nas extremidades das sequências-sinais, 
deixando um 3'-OH livre. Cada 3'-0H 
inicia, então, um ataque às fitas opostas 
para formar um grampo intermediário 
(ver Fig. 12-23b) A seguir, as estruturas 
em formato de grampo são hidrolisadas e 
unidas para formar uma junção codifica- 
dora entre as regiões V e 1. As duas extre- 
midades que contêm as sequências-sinais 
de recombinação também são unidas, 
formando uma junção-sinal. A primeira 
estrutura sofre recombinação adicional, 
enquanto a última é descartada, (Adapta- 
da, com permissão, de Bushman F. 2002, 
Lateral DNA transfer, p. 348, Fig. 11.6, © 
Coid Spring Harbor Laboratory Press) 
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As semelhanças entre o mecanismo de clivagem de DNA para iniciar a 
recombinação V(D)J e a excisão do transposon são notáveis. De fato, as se- 
quências-sinais de recombinação também são muito parecidas com as repeti- 
ções terminais invertidas encontradas nas extremidades dos transposons, e a 
proteína RAG1 parece apresentar algumas semelhanças com a família DDE de 
transposases, De fato, a análise genômica recentemente revelou uma família 
de transposons chamada Transib que provavelmente foi a fonte de RAG1 e 
das sequências-sinais de recombinação. Essas observações, assim como muitas 
outras, forneceram fortes evidências para a hipótese de que a recombinação 
V(D)J, agora uma característica fundamental do sistema imunológico de ani- 
mais superiores, evoluiu a partir de um transposon de DNA. Essa conclusão 
exprime a importância essencial dos elementos de transposição na evolução 


dos genomas celulares. 


RESUMO 


Embora o DNA seja normalmente considerado uma molécu- 
Ja bastante estática que arquiva o material genético, ele tam- 
bém está sujeito a vários tipos de rearranjos. Duas classes de 
recombinação genética - a recombinação sítio-específica con- 
servativa e a transposição — são responsáveis por muitos desses 
eventos. 

A recombinação sítio-específica conservativa ocorre em 
elementos de sequência definidos no DNA. As proteínas re- 
combinases reconhecem esses elementos de sequência e atuam 
clivando e ligando fitas de DNA para reorganizar os segmentos 
de DNA que contêm os sítios de recombinação. Três tipos de 
rearranjos são comuns: inserção de DNA, deleção de DNA e 
inversão de DNA. Esses rearranjos desempenham muitas fun- 
ções, incluindo a inserção de um genoma viral no genoma 
da célula hospedeira durante a infecção, a resolução de DNAS 
multiméricos e a alteração da expressão gênica. 

A organização dos sítios de recombinação no DNA, bem 
como a participação de proteínas de arquitetura do DNA, con- 
trolam o resultado de uma reação específica de recombinação. 
As proteínas de arquitetura provocam curvaturas nos segme 
tos de DNA e têm grande influência nas reações que ocorrem 
em uma região específica de DNA, 

Existem duas famílias de recombinases sítio-específicas 
conservativas. Ambas as famílias clivam o DNA utilizando 
um intermediário covalente proteína-DNA. Nas serino-re- 
combinases, essa ligação ocorre por meio de um resíduo de 
serina no sítio ativo; nas tirosino-recombinases, ela ocorre via 
resíduo de tirosina. As estruturas das tirosino-recombinases 
forneceram valiosos dados sobre os detalhes do mecanismo 
de recombinação. 
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QUESTÕES 


Para respostas de questões de número par, ver Apêndice 2: Respostas. 


Questão 1. Considerando um trecho linear de DNA dupla- 
-fita que inclui duas regiões separadas de crossing over circunda- 
das por sítios de reconhecimento para recombinase, descreva 
o alinhamento dos sítios de recombinação que determina se 
o resultado da recombinação é uma deleção ou uma inversão. 
Explique por que esta organização determina o resultado da 
reação. 


Questão 2. Explique por que as serino-recombinases e tiro- 
sino-recombinases não requerem uma fonte externa de ener- 
gia, como a hidrólise de ATP, para a catálise. 


Questão 3. Explique uma das principais diferenças entre a 
recombinação sítio-especifica e a transposição. 


Questão 4. Liste as semelhanças e diferenças entre os meca- 
nismos da tirosino-recombinase e da serino-recombinase du- 
rante a recombinação sítio-específica conservativa. 


Questão 5. Descreva vantagens do uso da recombinase Cre 
para a engenharia genética em células eucarióticas. 


Questão 6. A infecção de E. coli com o bacteriófago À envol- 
ve recombinação integrativa para que o fago entre no estado 
lisogênico e recombinação excisiva para que ele entre em cres- 
cimento lítico, Nnt contribui na recombinação integrativa, na 
recombinação excisiva ou em ambas? Explique o seu raciocínio. 


Questão 7. Descreva a relevância biológica da catálise da 
inversão de DNA pela recombinase Hin no genoma de Salmo- 
nella typhimurium. 

Questão 8. Explique a principal característica no ciclo da 


recombinação que distingue transposons de DNA de retro- 
transposons. 
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Questão 9. Forneça uma explicação para o dado de que o 
genoma humano pode conter mais de 50% de sequências re- 
lacionadas a transposons, porém, sem apresentar instabilida- 
de genética importante em consequência do movimento dos 
transposons. 


Questão 10. Explique por que os cientistas utilizam trans- 
posons como o Tn$ como ferramenta de engenharia genética 
para triagem de uma população de bactérias ou de leveduras 
em busca de mutantes para um determinado fenótipo. Por que 
a presença do transposon no mutante facilita uma triagem ge- 
nética, quando comparado a mutações geradas por mutagêne- 
se química? 


Questão 11. Pesquisadores observaram que o tratamento 
de linhagens celulares tumorais humanas com um inibidor de 
transcriptase reversa reduz a taxa de proliferação das células 
tumorais. Especule por que a transcriptase reversa é expressa 
em células humanas. Formule uma hipótese contendo uma 
zão geral pela qual a atividade da transcriptase reversa poderia 
estar associada às células tumorais. 


Questão 12. Compare o mecanismo de corte e colagem da 
transposição com o mecanismo replicativo da transposição. 


Questão 13. Descreva o papel da recombinação V(D)J na 
diversificação dos anticorpos. Explique por que a junção de 
extremidades não homólogas é um mecanismo vantajoso para 
reparar quebras de dupla-fita no DNA (fusão dos segmentos 
codificadores após a hidrólise dos grampos) na via de recom- 
binação VDJ. 


Questão 14. Uma deficiência no fator VIII causa hemofilia 
A, uma doença sanguínea. Pesquisadores que estudam a he- 
mofilia A avaliaram o DNA de um paciente afetado e de sua 
mãe, não afetada. Eles analisaram o gene do fator VII, com 


422 Parte3 Manutenção do Genoma 


186 kb de comprimento, que inclui 26 éxons (ver Cap. 14). 
Após digerir o DNA genômico com Kpnl ou Sst! e separar os 
produtos por eletroforese em gel, os pesquisadores hibridiza- 
tam o DNA com uma sonda de cDNA radioativamente marca- 
da que se ligava ao gene do fator VIII em uma região que inclui 
os éxons 14-26. O tamanho dos fragmentos e do(s) éxon(s) 
correspondente(s) são mostrados à direita dos autorradiogra- 
mas. Os pesquisadores concluiram que há um transposon ìn- 
serido em um dos éxons do fator VIII. 


Lico di 
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A. Descreva as diferenças entre os resultados da digestão com 
Sstl do paciente e de sua mãe. Seja específico. 

B. Descreva as diferenças entre os resultados da digestão com 
Kpnil do paciente e de sua mãe. Seja específico. 

C. Proponha uma hipótese explicando as diferenças observa- 
das, incluindo qual éxon do gene do fator VIII contém o 
transposon. 


Dados adaptados de Kazazian Jr. et al. (1988. Nature 332: 
164-166). 


PARTE 4 
SUMÁRIO 


EXPRESSÃO DO ER 


Mecanismos de Transcrição, 429 


GENOMA 3 
CAPÍTULO 14 
Processamento do RNA, 467 
. 
OR. Ez CAPÍTULO 15 
wa Tradução, 509 


CAPÍTULO 16 


Código Genético, 573 


CAPÍTULO 17 
Origem e Evolução 
Inicial da Vida, 593 


424 


Parte 4 Expressão do Genoma 


cia linear de nucleotídeos na cadeia polinucleotídica (DNA) é conver- 

tida na seguência linear de aminoácidos em uma cadeia polipeptídica 
(proteína). Também será considerado como esses processos surgiram e evoluí- 
ram a partir de procedimentos iniciais mais simples. 

Os Capítulos 13 a 16 acompanham o fluxo de informação, desde a cópia 
do gene em uma réplica de RNA, conhecida como RNA mensageiro, até a 
decodificação do RNA mensageiro em uma cadeia polipeptídica. O processo 
pelo qual a informação de uma sequência de nucleotídeos é transferida do 
DNA para o RNA é conhecido como transcrição, que é o tema do Capítulo 13. 

A enzima RNA-polimerase desenrola um pequeno trecho de DNA local- 
mente e utiliza uma das duas fitas de DNA, temporariamente separadas, como 
um molde para a síntese progressiva de uma cópia complementar de RNA, 
por meio do pareamento de bases, em uma reação química muito semelhante 
à síntese de DNA. Embora a enzima básica que produz o RNA seja muito pare- 
cida em todas as células, os demais componentes da maquinaria envolvida na 
transcrição de eucariotos são mais complexos do que aqueles dos procariotos. 

Nos procariotos, o RNA mensageiro recém-sintetizado já está pronto para 
a próxima etapa do fluxo de informação, na qual ele é utilizado como molde 
para a síntese de proteínas. Entretanto, o mesmo não ocorre nos eucariotos: 
nestes, o RNA produzido pela transcrição precisa sofrer uma série de even- 
tos de maturação antes de estar pronto para atuar como RNA mensageiro. 
O evento mais drástico é chamado processamento do mRNA, o qual está des- 
crito no Capítulo 14. Os genes das células eucarióticas são frequentemente 
interrompidos por segmentos não codificadores de proteínas, conhecidos 
como íntrons. O número de íntrons encontrado dentro de uma sequência 
codificadora varia para cada gene, de somente um a vários. Quando o gene é 
transcrito em uma cópia de RNA, esses íntrons devem ser removidos para que 
os segmentos codificadores de proteína, conhecidos como éxons, possam ser 
unidos entre si, formando uma sequência codificadora de proteína contínua. 
O Capítulo 14 descreve a elaborada máquina molecular responsável pela re- 
moção extremamente precisa dos íntrons. 

Os detalhes do intricado processo conhecido como tradução são discu- 
tidos nos Capítulos 15 e 16. A tradução é o processo pelo qual a informação 
genética, na forma de uma sequência de nucleotídeos no RNA mensageiro, 
é utilizada para comandar a incorporação organizada dos aminoácidos na 
cadeia polipeptídica de uma proteina. O Capítulo 15 descreve os principais 
participantes da tradução: a sequência codificadora do RNA mensageiro; as 
moléculas adaptadoras, conhecidas como tRNAs; as enzimas que ligam os 
aminoácidos nos tRNAs adaptadores; e a fábrica da síntese proteica propria- 
mente dita, o ribossomo, que é composto por RNA e proteína. 

O Capítulo 16 descreve os experimentos clássicos que levaram à eluci- 
dação do código genético e apresenta as regras para a sua tradução. A in- 
formação contida na sequência de nucleotídeos baseia-se em um código de 
três letras, enquanto a informação na sequência de proteínas baseia-se em 
20 aminoácidos diferentes. O código é degenerado; isto é, dois ou mais có- 
dons especificam um mesmo aminoácido (na maioria dos casos). Também 
existem códons específicos para indicar os locais de início e de término da 
tradução, 

Finalmente, no Capítulo 17, será considerado como a vida surgiu, e como 
os mecanismos Iniciais para codificação, replicação e expressão da informa- 
ção genética evoluíram até chegar aos sistemas elaborados que são vistos 
hoje, como descrito nas Partes 3 e 4. 


A PARTE 4 ABORDA PRINCIPALMENTE COMO a informação na forma da sequên- 
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com Howard Temin, a enzima transcriptase reversa, que sintetiza DNA usando 
RNA como molde (Cap. 12). Jacob, com Jacques Monod, propôs o modelo bá- 
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(Cap. 7). Todos eles, separadamente, compartilharam Prêmios Nobel em 1975 
(de Fisiologia ou Medicina), em 1965 (de Fisiologia ou Medicina) e em 1980 
(de Química), respectivamente. 


Ada Yonath, 2001 Simpósio sobre o ribossomo. Inspirada pelo fato de os 
ribossomos formarem cristais bidimensionais nas células de ursos em hiber- 
nação, Yonath produziu cristais de ribossomo na tentativa de resolver sua 
estrutura, objeto de sua pesquisa desde muito antes de a maioria das pes- 
soas acreditar que sua estrutura poderia ser resolvida. Por suas contribui- 
ções nessa área, ela dividiu o Prêmio Nobel de Química em 2009 com Venki 
Ramakrishnan e Tom Steitz. 


David Allis e Emily Bernstein, 2004 Simpósio 
sobre epigenética. Allis foi o primeiro a identifi- 
car uma enzima que modifica histonas - uma his- 
tona acetiltransferase de Tetrahymena (Cap. 8). 
Desde essa descoberta, um campo inteiro cresceu 
em torno da investigação das diferentes modifi- 
cações de histonas existentes e seus efeitos sobre 
a expressão gênica. Allis aparece aqui com Berns- 
tein, pós-doutoranda em seu laboratório na épo- 
ca em que esta fotografia foi tirada e, anterior- 
mente, estudante de graduação no laboratório 
de Greg Hannon, onde ela identificou a enzima 
Dicer envolvida no RNAI (Cap. 20). 
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Robert Roeder, 1998 Simpósio sobre os mecanismos da transcrição. 
Roeder descobriu as três RNA-polimerases eucarióticas — Pol |, Ile lll-e 
purificou as três enzimas e outros fatores necessários para iniciar a trans- 
crição a partir de seus respectivos promotores (Cap. 13). À esquerda, 
olhando ceticamente, está Camilo Parada, pós-doutorando no laborató- 
rio de Roeder na época em que esta fotografia foi tirada. 


Phillip Sharp, 1974 Simpósio sobre virus tumorais. Sharp e Richard 
Roberts dividiram o Prêmio Nobel de Fisiologia ou Medicina em 1993 
pela descoberta de que muitos genes eucarióticos são "descontínuos” 
—isto é, suas regiões codificadoras são interrompidas por segmentos de 
DNA não codificadores. As regi não codificadoras são removidas da 
cópia de RNA pelo splicing (Cap. 14). Sharp aparece aqui com sua esposa, 
Ann. 


Roger D. Kornberg, 1977 Simpósio so- 
bre a cromatina. Tendo anteriormente 
trabalhado na estrutura do nucleossomo 
(Cap. 8), Kornberg ganhou o Prêmio No- 
bel de Química em 2006 por seus estudos 
estruturais da RNA-polimerase | (Cap. 13), 
Seu pai é Arthur Kornberg, cuja fotografia 
está na página 196. 


Paul Zamecnik, 1969 Simpósio so- 
bre o mecanismo da síntese proteica. 
Zamecnik desenvolveu sistemas de sintese 
proteica in vitro, fundamentais para a com- 
preensão do funcionamento do código ge- 
nético e da síntese de proteinas (Caps. 2 
e 15). Juntamente com Mahlon Hoagland, 
ele também decobriu os tRNAs, compo- 
nentes-chave nesse processo (Cap. 15). 


Richard Roberts, 1977 Simpósio sobre a cromatina. Grande parte das pesquisas de 
Roberts concentrava-se na função e na diversidade das enzimas de restrição (Cap. 7), 
mas ele também participou da descoberta dos "genes descontinuos”, pela qual ele 
dividiu o Prêmio Nobel de Fisiologia ou Medicina em 1993 com Philip Sharp. Com 
ele, aparecem nesta fotografia, da esquerda para a direita, Yasha Gluzman, virologis- 
ta tumoral; Ahmad Bukhari, que trabalhou na transposição de fagos Mu (Cap. 12); 
e James Darnell, cujo trabalho se concentrou na transdução de sinais da regulação 
gênica (Cap. 19). 


Venki Ramakrishnan e Jack Szostak, 2009 Simpósio sobre evolução. Ramakrishnan 
(à esquerda) dividiu o Prêmio Nobel de Química em 2009 com Ada Yonath e Tom 
Steitz, por seu trabalho sobre a estrutura cristalográfica do ribossomo, enquanto 
Szostak (no centro) dividiu o Prêmio Nobel de Fisiologia ou Medicina, também em 
2009, com Elizabeth Blackburn e Carol Greider, por seu trabalho sobre telômeros. 
Aqui, eles aparecem no piquenique do simpósio com Alex Gann, um dos autores 
deste livro. 
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CAPÍTULO 1 3 


Mecanismos de 
Transcrição 


a proteção e a replicação do material genético. Agora será discutido 

como o material genético é expresso — isto é, como a sequência de bases 
no DNA controla a produção dos RNAs e das proteinas que desempenham as 
funções celulares e definem a identidade celular. Nos próximos capítulos, se- 
rão descritos os processos básicos responsáveis pela expressão gênica: a trans- 
crição, o processamento do RNA e a tradução. 

A transcrição é, química e enzimaticamente, muito semelhante à repli- 
cação do DNA (Cap. 9). Ambas envolvem enzimas que sintetizam uma nova 
fita de ácidos nucleicos complementar à fita-molde de DNA. Naturalmente, 
existem algumas diferenças importantes — a mais marcante é que, no caso da 
transcrição, a nova cadeia é formada por ribonucleotídeos, em vez de desoxirri- 
bonucieotídeos (ver Cap. 5). Outras características que diferem entre os meca- 
nismos de transcrição e replicação incluem as que seguem. 


A TÉ AQUI, CONSIDEROU-SE a manutenção do genoma — isto é, a organização, 


* A RNA-polimerase (enzima que catalisa a síntese do RNA) não requer 
um iniciador; ela pode iniciar a transcrição de novo (porém, o início in vivo 
é possível apenas em certas sequências, como será visto). 

* O produto de RNA não permanece pareado à fita-molde de DNA: a en- 
zima desloca a cadeia crescente a uma pequena distância (uns poucos 
nucleotídeos) do ponto de adição do novo nucleotídeo (Fig. 13-1). Essa 
liberação é fundamental para que o RNA realize suas funções (p. ex., na 
maioria dos casos, ser traduzido para produzir seu produto proteico). 
Além disso, como a liberação ocorre muito próxima ao sítio de polimeri- 
zação, várias moléculas de RNA-polimerase podem transcrever o mesmo 
gene ao mesmo tempo, cada uma delas seguindo rigorosamente a enzima 
anterior. Dessa maneira, em pouco tempo uma célula pode sintetizar um 
grande número de transcritos a partir de um único gene (ou de outra se- 
quência de DNA). É importante observar que à medida que o produto de 
RNA se dissocia do molde de DNA logo após a passagem da RNA-polime- 
Tase que avança, as duas fitas de DNA reanelam (Fig. 13-1). 

* A transcrição, embora bastante precisa, é menos exata do que a replicação 
(ocorre 1 erro a cada 10 mil nucleotídeos adicionados, em comparação a 
1 em 10 milhões para a replicação). Essa diferença reflete a ausência de 
mecanismos gerais de revisão de leitura na transcrição, embora existam 
duas formas de revisão de leitura na síntese de RNA. 
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FIGURA 13-1 Transcrição do DNA em RNA. A figura mostra, na ausência das enzimas 
envolvidas, como a dupla-héiice de DNA é desenrolada e uma fita de RNA é sintetizada a partir 
da fita-moide, Ela também mostra como o transcrito de RNA se dissocia do molde de DNA 
alguns nucleotídeos atrás do ponto de síntese, e como as fitas de DNA se reanelam. Na figura, 
a transcrição prossegue da esquerda para a direita. 


Para a célula, é mais importante ter uma maior precisão na replicação do 
que na transcrição. O DNA é a molécula que armazena o material genético, 
e a replicação do DNA é o processo de transmissão desse material genético. 
Qualquer erro que surge durante a replicação pode, portanto, facilmente ser 
catastrófico: ele torna-se permanente no genoma do indivíduo e é transmiti- 
do para as gerações subsequentes, A transcrição, por sua vez, produz apenas 
cópias transitórias e, normalmente, várias cópias de cada região transcrita. 
Assim, um erro de transcrição raramente resultará em um dano maior do que 
produzir um transcrito transitório defeituoso entre muitos outros normais. 

Além dessas diferenças de mecanismo entre a replicação e a transcrição 
do DNA, há uma diferença profunda que reflete os distintos objetivos atendi- 
dos por esses processos. A transcrição copia seletivamente determinadas par- 
tes do genoma e pode produzir de uma até centenas ou milhares de cópias, de 
qualquer segmento, Já a replicação precisa copiar o genoma inteiro de uma 
só vez (e apenas uma vez) em cada divisão celular (como foi visto no Cap. 9). 
A escolha das regiões a serem transcritas não é aleatória: há sequências de 
DNA específicas que direcionam o início da transcrição no começo de cada 
região e outras no fim, que terminam a transcrição. 

Cabe salientar que diferentes partes do genoma são transcritas em quan- 
tidades distintas, e mecanismos de regulação controlam a escolha das porções 
a serem transcritas e a quantidade de cópias a ser produzida. Assim, diferentes 
conjuntos de genes podem ser transcritos em diferentes células, ou na mesma 
célula, em momentos diferentes. Por exemplo, em muitos casos, duas células 
humanas geneticamente idênticas transcreverão diferentes conjuntos de genes, 
resultando em diferenças de características e de funções entre elas (p. ex., uma 
pode ser uma célula muscular e a outra, um neurônio); ou uma determinada 
célula bacteriana transcreverá um conjunto de genes diferente, dependendo do 
meio de crescimento. Essas questões sobre a regulação são abordadas na Parte 4. 


RNA-POLIMERASES E CICLO DE TRANSCRIÇÃO 


Existem diferentes formas de RNA-polimerases, mas 
todas apresentam diversas características comuns 


Essencialmente, a RNA-polimerase realiza a mesma tarefa em todas as células, 
de bactérias a seres humanos. Por isso, não surpreende o fato de as enzimas 
desses organismos terem muitas características em comum, especialmente 
nas regiões da enzima diretamente envolvidas na catálise da síntese do RNA. 
De bactérias a mamíferos, as RNA-polimerases celulares são compostas por 
múltiplas subunidades (embora alguns fagos e organelas codifiquem enzimas 
de apenas uma subunidade que realizam a mesma função, como será visto no 
Quadro 13-2). A Tabela 13-1 apresenta o número e os tamanhos das subuni- 
dades encontrados em cada caso e indica quais subunidades têm suas sequên- 
cias conservadas nas diferentes enzimas. 
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TABELA 13-1  Subunidades das RNA-polimerases 


Procarióticas Eucarióticas 

Parte central Parte central RNAP | RNAP Ii RNAP ll 

em bactérias em archaea (Pol 1) (Potim) {Pot m) 
e A'A" RPAI RPBI RPCI 
B 8 RPA2 RPB2 RPC2 
a D RPC5S RPB3 RPC5 
a! L RPC9 RPB11 RPC9 
w K RPB6 RPB6 RPB6 

[+ outras 6) [+ outras9]) [+outras7] [+ outras 11] 


Em cada coluna, as subunidades estão listadas em ordem decrescente de massa molecular. (Adaptada, 
com permissão, de Ebright R.H. 2000. J. Mol. Biol. 304: 687-698, Fig. 1, p. 688. © Elsevier) 


Como é possível ver a partir da tabela, as bactérias possuem apenas uma 
RNA-polimerase, enquanto as células eucarióticas possuem três: RNA-polimera- 
ses I, II e III (RNA Pol 1, II e II). A enzima que será discutida na segunda metade 
deste capítulo, quando se tratar da transcrição em eucariotos, é a Pol II, pois 
esta é a mais estudada das enzimas RNA-polimerases de eucariotos. Ela também 
é a polimerase responsável pela transcrição da maioria dos genes — na verdade, 
essencialmente todos os genes codificadores de proteinas. Pol I e Pol II estão 
envolvidas na transcrição de genes especializados, que codificam RNA. Pol I 
transcreve, especificamente, o gene do precursor do RNA ribossomal (rRNA) 
maior, enquanto Pol III transcreve os genes de tRNA, alguns genes de pequenos 
RNAs nucleares e o gene do rRNA 55. Essas enzimas serão retomadas no fim do 
capítulo. Finalmente, duas outras RNA-polimerases dependentes de DNA foram 
identificadas nos últimos anos, e foram chamadas Pol IV e Pol V. Elas são 
encontradas apenas em plantas, onde transcrevem pequenos RNAs de inter- 
ferência envolvidos no silenciamento transcricional (ver Cap. 20). Elas são re- 
lacionadas à Pol II e claramente evoluíram a partir dessa enzima relativamente 
há pouco tempo: algumas de suas subunidades são idênticas às de Pol II e codi- 
ficadas pelos mesmos genes, e as outras são de cópias recentemente duplicadas. 

A parte central da enzima RNA-polimerase bacteriana, sozinha, é ca- 
paz de sintetizar RNA e compreende duas cópias da subunidade a e uma cópia 
de cada uma das subunidades B, B' e w. Essa enzima é relacionada às poli- 
merases eucarióticas (ver Tab. 13-1). Especificamente, as duas subunidades 
maiores, B e 8’, são homólogas às duas subunidades maiores encontradas em 
RNA Pol II (RPB1 e RPB2). As subunidades a são homólogas a RPB3 e RPBI1, e 
w é homóloga a RPB6. A estrutura de uma RNA-polimerase bacteriana é seme- 
lhante à da enzima Pol Il de levedura. Estas RNA-polimerases estão ilustradas 
lado a lado na Figura 13-2. Mais adiante, serão descritos alguns detalhes es- 
truturais que esclareceram o modo de atuação dessas enzimas. Por enquanto, 
serão destacadas apenas algumas características gerais. 

As enzimas de bactérias e de leveduras têm em comum o formato geral e 
a organização - na verdade, elas assemelham-se mais do que o previsto pela 
comparação das sequências de suas subunidades. Isso é verdadeiro sobretudo 
para as partes internas, próximas ao sítio ativo e, menos, para as regiões peri- 
féricas. Essa distribuição de semelhanças e diferenças faz sentido: as partes in- 
ternas da enzima estão envolvidas na síntese de RNA a partir de um substrato 
de DNA — o mesmo em todos os organismos; entretanto, muitas das regiões 
periféricas da enzima estão envolvidas em interações com outras proteínas, 
e estas diferem em células eucarióticas se comparadas a células procarióticas, 
como será visto adiante. 

Em geral, o formato de cada enzima assemelha-se a uma pinça (garra) de 
caranguejo. Essa estrutura é uma reminiscência da estrutura em formato de 
“mão” da DNA-polimerase, descrita no Capítulo 9 (Fig. 9-5). As duas pinças 
de cada garra são formadas, principalmente, pelas duas maiores subunida- 
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FIGURA 13-2 Comparação entre as estruturas cristalográficas das RNA-polimera- 
ses procariótica e eucariótica. (3) Estrutura da parte central da enzima da RNA-polimerase 
de Thermus aquaticus. As subunidades estão coloridas da seguinte maneira: (azul) B; (roxo) B'; 
(amarelo e verde) as duas subunidades a; (vermelho) w. O íon Mg” (esferas vermelhas) marca 
o sitio ativo (Seth Darst, The Rockefeller University, comunicação pessoal). (b) Estrutura da RNA 
Pol Il da levedura Saccharomyces cerevisiae. As subunidades estão coloridas para indicar sua 
relação com as da enzima bacteriana (ver Tab. 13-1). Assim, RPB1 (roxo); RPB2 (azul); RPB3 
(verde); RPB11 (amarelo); RPB6 (vermelho). (Reproduzida de Cramer P. et al, 2001, Science 292: 
1863) Imagens preparadas com MolScript, BobScript e Raster3D. 


des de cada enzima (B' e B, no caso das bactérias, e RPB1 e RPB2, na enzima 
de eucariotos). O sítio ativo, formado por partes dessas duas subunidades, 
localiza-se na base das pinças, em uma região chamada “fenda do sítio ativo” 
(ver Fig. 13-2). O sítio ativo trabalha de acordo com o mecanismo catalítico 
de dois íons metálicos para a adição de nucleotídeos, como proposto para 
todos os tipos de polimerases (ver Cap. 9). Neste caso, entretanto, o sítio ativo 
contém apenas um íon Mg” fortemente ligado, e o segundo Mg”' é trazido 
com cada novo nucleotídeo no ciclo de adição e liberado com o pirofosfato. 
Diversos canais permitem que o DNA, o RNA e os ribonucleotídeos te- 
nham acesso para entrar e sair da fenda do sítio ativo da enzima. Eles serão dis- 
cutidos mais adiante, quando forem abordados os mecanismos de transcrição. 


A transcrição pela RNA-polimerase ocorre em várias etapas 


Para transcrever um gene, a RNA-polimerase prossegue por meio de uma série 
de etapas bem-definidas, agrupadas em três fases: início, alongamento e 
término. As características básicas de cada fase são resumidas a seguir e na 
Figura 13-3. 


Início Um promotor é a sequência de DNA à qual a RNA-polimerase é 
inicialmente ligada (juntamente com os fatores de início necessários). Uma 
vez formado, o complexo promotor-polimerase sofre alterações estruturais, 
necessárias à continuação do início. Assim como no início da replicação, o 
DNA desenrola-se em torno do ponto em que a transcrição começará. Os pa- 
res de bases são rompidos, produzindo uma “bolha de transcrição” de DNA 
de fita simples. A transcrição sempre ocorre na direção de 5º para 3', como a 
replicação; isto é, o novo ribonucleotídeo é adicionado à extremidade 3’ da 
cadeia crescente. Entretanto, ao contrário da replicação, apenas uma das fitas 
de DNA atua como molde para a síntese da fita de RNA. Como a RNA-poli- 
merase liga-se aos promotores sob uma orientação definida, a fita transcrita a 
partir de um mesmo promotor será sempre a mesma. 

A escolha do promotor determina o segmento de DNA que será transcrito 
eo principal modo de regulação. 
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FIGURA 13-3 Fases do ciclo de 
transcrição: início, alongamento e 
término. A figura mostra o esquema 


sia quanto para eucariotos. Outros. 

fatores necessários para início, alonga- 
mento e término não são mostrados aqui, 
mas estão descritos no texto. O nucleo- 
tídeo, no DNA, que codifica o início da 
cadeia de RNA, é chamado sítio de início 
da transcrição e é designado pela posição 
=41, As sequências situadas na direção 
da progressão da transcrição são referidas. 
como a jusante do ponto de início. Da 
mesma maneira, as sequências situadas 
na região anterior ao sítio de início são 
referidas como sequências a montante, 
As posições específicas da sequência an- 
terior ao a da transcrição, portanto, a 
montante, são indicadas com sinal nega- 
tivo. Sequências a jusante recebem sinal 
positivo. 
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Alongamento Após a síntese de um pequeno segmento de RNA pela RNA- 
-polimerase (aproximadamente 10 bases), a fase de alongamento inicia. Du- 
rante o alongamento, a enzima realiza uma variedade extraordinária de tare- 
fas, além de catalisar a síntese do RNA. Ela também desenrola o DNA à sua 
frente e o recompõe atrás de si; dissocia a cadeia crescente de RNA e o molde 
à medida que se desloca; e realiza funções de revisão de leitura. Deve-se ter 
em mente que, durante a replicação, em contrapartida, são necessárias várias 
enzimas diferentes para catalisar uma gama semelhante de funções. 


Término Apósa transcrição de toda a extensão do gene (ou genes) pela po- 
limerase, ela precisa parar e liberar o RNA produzido (além de dissociar-se do 
DNA-molde). Essa fase é chamada término. Em algumas células, sequências 
específicas e bem-caracterizadas desencadeiam o término. Em outras, não está 
claro o que instrui a enzima a cessar a transcrição e dissociar-se do molde, 


O início da transcrição envolve três etapas definidas 


A primeira fase do ciclo de transcrição - o Início — pode ser dividida em uma 
série de etapas definidas (como indicado na Fig. 13-3). A primeira etapa é a 
ligação inicial da polimerase a um promotor, formando um complexo fe- 
chado. Neste momento, o DNA permanece como dupla-fita, e a enzima é 
ligada a uma das faces da hélice. Na segunda etapa do início, o complexo 
fechado sofre uma transição para complexo aberto, em que as fitas de DNA 
são separadas em uma extensão de cerca de 13 pb, nas imediações do sítio de 
início, formando a bolha de transcrição. Na próxima etapa do Início, a poli- 
merase entra na fase de transcrição inicial seguida pelo escape do promotor, 
como será descrito a seguir. 

A abertura da hélice de DNA libera a fita-molde. Os dois primeiros ribo- 
nucleotídeos são trazidos para o sítio ativo, alinhados sobre a fita-molde e 
ligados entre si. Da mesma maneira, os ribonucleotídeos subsequentes são 
incorporados à cadeia de RNA crescente. A incorporação dos primeiros 10 ri- 
bonucleotídeos é um processo um tanto ineficiente e, neste estágio, a enzima 
geralmente libera transcritos curtos (cada um deles com menos de 10 nucleo- 
tídeos) e então inicia a síntese novamente. Nesta fase, o complexo polimera- 
se-promotor é chamado complexo de transcrição inicial. Quando uma 
enzima produz um transcrito com mais de 10 nucleotídeos, diz-se que ela 
escapou do promotor. A esta altura, ela terá formado um complexo ternário 
estável, contendo enzima, DNA e RNA. Esse complexo ternário estável marca 
a transição para a fase de alongamento. 

No restante deste capítulo, o ciclo de transcrição será descrito de maneira 
mais detalhada — primeiro, em bactérias e, depois, em sistemas eucarióticos. 


CICLO DE TRANSCRIÇÃO NAS BACTÉRIAS 


Promotores bacterianos variam em força e sequência, 
mas apresentam determinadas características definidas 


Em princípio, a parte central (ou núcleo) da enzima RNA-polimerase bacte- 
riana é capaz de iniciar a transcrição em qualquer local de uma molécula de 
DNA, e esta característica pode ser demonstrada in vitro com o uso de núcleos 
de enzima purificados. Porém, nas células ela só inicia a transcrição sobre os 
promotores. A adição de um fator de início chamado sigma (o) converte a 
enzima central (a, £ B' w) na forma que inicia apenas nos promotores. Esta 
forma da enzima é chamada holoenzima RNA-polimerase (Fig. 13-4). 

No caso de Escherichia coli, o fator a predominante é chamado o” (outros 
fatores alternativos de q e seus papéis na regulação transcricional serão con- 
siderados nos Caps. 18 e 22). Os promotores reconhecidos pela polimerase 
contendo o” compartilham a seguinte estrutura característica: duas sequên- 
cias conservadas, cada uma com 6 nucleotídeos, separadas por um trecho não 
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específico de 17 a 19 nucleotídeos (Fig. 13-5a). As duas sequências definidas 
são centradas, respectivamente, a cerca de 10 e 35 pb a montante do sítio de 
início da síntese de RNA. Por isso, as sequências são chamadas de regiões, ou 
elementos, -35 (menos 35) e — 10 (menos dez), de acordo com a sistemáti- 
ca de numeração descrita na Figura 13-3, em que o nucleotídeo de DNA que 
codifica o começo da cadeia de RNA é denominado +1. 

Embora a grande maioria dos promotores o” apresente regiões reconhe- 
cidas como —35 e —10, suas sequências não são idênticas. A comparação de 
vários promotores diferentes permite deduzir uma sequência consenso 
(para uma discussão sobre como a derivação acontece, ver Quadro 13-1, Se- 
quências consenso). A sequência consenso reflete as regiões preferenciais —10 
e —35 com espaçamento ótimo (17 pb). Poucos promotores têm exatamente 
essa sequência, mas a maioria difere da sequência consenso em apenas alguns 
nucleotídeos. 

Os promotores cujas sequências são mais semelhantes à sequência con- 
senso geralmente são “mais fortes” do que os que diferem mais. A força de 
um promotor está relacionada ao número de transcritos que ele pode iniciar 
por unidade de tempo. Essa medida é influenciada pela qualidade da ligação 
inicial entre o promotor e a polimerase, pela eficiência com que ele mantém 
a isomerização e pela rapidez com que a polimerase consegue escapar. A cor- 
relação entre a força do promotor e sua sequência explica por que os promo- 
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FIGURA 13-4 Holoenzima RNA- 
-polimerase de Thermus aquaticus. 
A parte central da enzima é apresentada 
em cinza (é a mesma enzima apresenta- 
da na Fig. 13-29). A subunidade g” está 
mostrada em roxo (regiões 2, 3 e 4; ver 
Fig. 13-6). À direita, está a região 2; no 
topo, a região 3; e, na base, a região 4. 
Como será descrito mais adiante no texto, 
são as regiões 2 e 4 de a que reconhecem 
respectivamente as regiões —10 e —35 
do promotor. (Reproduzida de Murakami 
KS. et al. 2002. Science 296: 1280.) Ima- 
gem preparada com MolScript, BobScript 
e Raster3D. 


FIGURA 13-5 Características dos 
promotores bacterianos. Diversas 
combinações de elementos promotores 
bacterianos são apresentadas. Os detalhes 
de como cada elemento contribui para a 
ligação e o funcionamento da polimerase 
são descritos no texto. 
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TÉCNICAS 


Quadro 13-1 Sequências consenso 


As sequências de DNA dos sítios de ligação reconhecidos por 
uma determinada proteina nem sempre são exatamente as 
mesmas. Da mesma maneira, um segmento de aminoácidos 
que confere determinada função a uma proteina pode ser li- 
geiramente diferente em proteínas diferentes. Em ambos os 
casos, a sequência consenso é uma versão da sequência que 
possui, para cada posição, o nucleotídeo (ou aminoácido) mais 
frequentemente encontrado em diferentes exemplos. Assim, a 
sequência consenso para os promotores de E. coli reconheci- 
da pela RNA-polimerase com o” é a apresentada na Figura 1 
deste quadro. Essa sequência consenso foi deduzida por meio 
do alinhamento de 300 sequências que reconhecidamente 
atuavam como promotores para o'” e da verificação da base 
encontrada com mais frequência em cada posição dos hexá- 
meros —35 e —10. O nucleotídeo predominante foi escolhi- 
do para ocupar a sequência consenso para a posição; a sua 
frequência relativa e as frequências com que os outros três 
nucleotídeos ocorrem em cada posição são registradas no grá- 
fico, Observa-se que não há consenso significativo entre os 17 
a 19 nucleotídeos que se situam na região entre —35 e —10. 
Neste exemplo, a sequência individual de cada promotor 
Já havia sido identificada previamente, de modo que o alinha- 


E 


3 


frequência dos nucleotídeos (%) 


mento de sequências foi fácil. Considere, porém, um exemplo 
bastante diferente: um caso em que nenhum sítio de ligação 
de uma proteina de ligação ao DNA tenha sido identificado, 
No entanto, várias regiões de um cromossomo contêm sítios 
de ligação em algum ponto. Um algoritmo computacional é 
utilizado para escanear cada uma das sequências dessas re- 
giões cromossômicas, buscando um potencial sítio de ligação 
comum a todas elas. 

Uma segunda abordagem para a dedução da sequência 
consenso de uma proteína de ligação ao DNA, quando o sítio 
de ligação ainda não é conhecido, utiliza métodos químicos 
para sintetizar grandes coleções de pequenos fragmentos. 
de DNA, com sequências aleatórias. A proteína de interes- 
se é misturada a essa população de moléculas de DNA e os 
fragmentos de DNA aos quais ela se liga são recuperados e 
sequenciados. Uma comparação entre as sequências que se 
ligam à proteina revela o consenso rapidamente, porque os 
fragmentos são muito curtos. Este último método (frequen- 
temente, chamado de SELEX) é amplamente utilizado para 
definir sítios de ligação para proteínas de ligação ao DNA não 
caracterizadas previamente. O SELEX está descrito de manei- 
ra mais detalhada no Capítulo 7. 


QUADRO 13-1 FIGURA 1 Sequência 
consenso do promotor e espaçamento de 
consenso. (Redesenhada, com permissão, de 
Alberts B. et al. 2002. Molecular biology of 


the cell, 4th ed., p. 308, Fig. 6.12. © Garland 
Science/Taylor & Francis Books LLC.) 


tores são tão heterogêneos: os genes que precisam ser expressos com mais 
intensidade do que outros provavelmente terão sequências mais semelhantes 
à sequência consenso. 

Alguns promotores fortes, como os que promovem a expressão dos genes 
de rRNA, por exemplo, apresentam um elemento adicional de DNA, que se 
liga à RNA-polimerase. Ele é chamado elemento UP (ver Fig. 13-5b) e inten- 
sifica a ligação da polimerase por meio de uma interação específica adicional 
entre a enzima e o DNA. 

Outra classe de promotores de o” não apresenta a região —35 e, em vez 
disso, tem um elemento chamado “—10 estendido” (ver Fig. 13-5c). Este cor- 
responde a uma região —10 padrão, com um elemento de sequência curta 
adicional a montante. Contatos extras entre a polimerase e o elemento de 
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sequência adicional compensam a ausência da região —35. Os genes gal de 
E. coli (cujos produtos direcionam o metabolismo do açúcar galactose; ver 
Cap. 18) usam um promotor assim. 

Um elemento de DNA final que se liga à RNA-polimerase é, às vezes, en- 
contrado logo a jusante do elemento —10. Esse elemento é chamado discri- 
minador e é mostrado na Figura 13-5d. A força da interação entre o discri- 
minador e a polimerase influencia a estabilidade do complexo entre a enzima 
eo promotor. 


O fator o medeia a ligação da polimerase ao promotor 


O fator o” pode ser dividido em quatro regiões, numeradas de o 1 a o 4 
(ver Fig. 13-6). As regiões que reconhecem os elementos —10 e —35 do pro- 
motor são as regiões 2 e 4, respectivamente, 

Duas hélices na região 4 formam um motivo comum de ligação ao DNA, 
chamado hélice-volta-hélice. Uma dessas hélices insere-se na fenda maior, 
interagindo com o esqueleto do DNA. Esse motivo estrutural é encontrado 
em várias proteínas de ligação ao DNA — por exemplo, quase todos os ativado- 
res e repressores da transcrição encontrados em células bacterianas (descritos 
no Cap. 18) -, e foi discutido no Capítulo 6 (Fig. 6-13). 

A região —10 também é reconhecida por uma a-hélice. Mas neste caso, 
a interação é mais complicada: enquanto a região —35 fornece apenas a 
energia de ligação para manter a polimerase no promotor, a região — 10 tem 
um papel mais elaborado no início da transcrição, porque é nela que ocor- 
re o início da separação das fitas do DNA (desnaturação), na transição do 
complexo fechado para o aberto. Assim, a região de a que interage com a 
região —10 faz mais do que apenas se ligar ao DNA. Confirmando essa hipó- 
tese, a a-hélice envolvida no reconhecimento da região — 10 contém vários 
aminoácidos aromáticos essenciais, capazes de interagir com as bases da fita 
não molde (fita complementar), de maneira a estabilizar as fitas simples de 
DNA. No Capítulo 9, foi descrita uma função semelhante, desempenhada 
pela proteína ligadora de fita simples (SSB, single-strand binding) durante a 
replicação do DNA. 

Estudos estruturais recentes da região 2 de o ligada a um elemento —10 
de fita simples, e também de todo o complexo aberto intacto, revelam exata- 
mente como a desnaturação é dirigida por meio de interações de ligação favo- 
ráveis entre a e o DNA de fita simples, Duas bases na fita complementar são 
viradas e inseridas em bolsos da proteína a, onde fazem contatos favoráveis 
que estabilizam o estado desenrolado da região promotora. 

O elemento —10 estendido, onde está presente, é reconhecido por uma 
a-hélice na região 3 de ø. Essa hélice faz contato com os dois pares de bases 
específicos que constituem o elemento. O discriminador é reconhecido pela 
região 1.2 de o. 

Ao contrário dos outros elementos do promotor, o elemento UP não é re- 
conhecido por a, mas sim por um domínio carboxiterminal da subunidade a, 
chamado aCTD (Fig. 13-7). «CTD conecta-se a aNTD por meio de uma se- 
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FIGURA 13-6 Regiões de o. As re- 
giões do fator o que reconhecem regiões 
específicas do promotor estão indicadas 
por setas. A região 2.3 é responsável pela 
desnaturação do DNA. Para uma visão 
esquemática de como o recruta a RNA- 
-polimerase para um promotor-padrão, 
ver Figura 13-7. (Adaptada, com permis- 
são, de Young B.A. et al. 2002. Cell 109: 
417-420, Fig. 1. © Elsevier) 
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FIGURA 13-7 As subunidades a e 
« recrutam a parte central da RNA- 
-polimerase para o promotor. O do- 
minio carboxiterminal da subunidade a 
(aCTD) reconhece o elemento UP (quando 
presente), enquanto as regiões 2 e 4 de 
reconhecem, respectivamente, as regiões 
—10 e —35, (ver Fig. 13-6), Nesta figura, 
a RNA-polimerase é apresentada em uma 
forma esquemática diferente das figuras 
anteriores, Essa maneira é, particularmen- 
te, conveniente para indicar as superfícies 
que tocam o DNA e as proteinas de re- 
gulação, e será utilizada novamente em 
algumas figuras do Capítulo 18, quando 
for considerada a regulação da transcri- 
ção em bactérias 
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quência de ligação flexível. Por isso, apesar de aNTD estar inserido no corpo da 
enzima, aCTD consegue alcançar o elemento UP a montante, mesmo que ele 
não esteja localizado diretamente adjacente à região —35, mas certa distância 
a montante. 

Na estrutura da holoenzima, a subunidade ø está situada de maneira a 
possibilitar o reconhecimento dos vários elementos promotores, Na verda- 
de, as regiões de ligação ao DNA projetam-se para fora, em vez de estarem 
inseridas no corpo da enzima. Além disso, o espaçamento entre essas re- 
glões é compatível com as distâncias entre os elementos do DNA que elas 
reconhecem. Assim, o distanciamento entre as regiões 2 e 4 de q é cerca de 
75 À quando ø está ligado à holoenzima, e essa distância é equivalente à 
distância entre os centros dos elementos —10 e —35 de um promotor típico 
para o” (ver Fig. 13-7). Esse espaçamento bastante grande entre os domí- 
nios proteicos é acomodado pela região entre as regiões 2 e 4 de g, isto é, 
a região 3 — especialmente a região 3.2, também chamada de conector os 
(ver Figs. 13-4 e 13-6). 


A transição para complexo aberto envolve alterações 
estruturais na RNA-polimerase e no DNA do promotor 


No complexo fechado, a ligação inicial da RNA-polimerase ao DNA do pro- 
motor não altera a dupla-hélice de DNA. A fase seguinte do início requer 
uma maior interação entre a enzima e o promotor, no complexo aberto. 
A transição de complexo fechado para aberto envolve alterações estruturais 
na enzima e abertura da dupla-hélice de DNA para exposição das fitas molde 
e complementar. Essa “desnaturação” ocorre entre as posições —11 e +2, em 
relação ao sítio de início da transcrição. 

No caso da enzima bacteriana contendo o”, essa transição, geralmente 
chamada isomerização, não requer energia derivada da hidrólise de ATP 
e, em vez disso, é o resultado de uma alteração conformacional espontânea 
no complexo DNA-enzima para uma forma energeticamente mais favorável. 
Como observado anteriormente, duas bases do elemento —10 (A, e T,), na 
fita complementar, deslocam-se de suas interações de empilhamento de bases 
e inserem-se em bolsos da proteína o, onde fazem interações mais favoráveis. 
Ao estabilizar a forma de fita simples do elemento —10, essas interações diri- 
gem a desnaturação da região promotora (ver Fig. 13-8). 

A isomerização é essencialmente irreversível e, quando completa, assegu- 
ra o subsequente início da transcrição (em alguns casos, porém, pode ocorrer 
regulação após este ponto). Em contrapartida, a formação do complexo fe- 
chado é facilmente reversível: a polimerase pode dissociar-se facilmente do 
promotor e fazer a transição para o complexo aberto. 

Para descrever as alterações estruturais dentro da polimerase que acom- 
panham a isomerização, é preciso examinar a estrutura da holoenzima de 
maneira mais detalhada. Como mencionado anteriormente (ver Fig. 13-2), 
há um canal entre as pinças da enzima em formato de garra de caranguejo. 
O sítio ativo da enzima, composto por regiões das subunidades B e 8’, encon- 
tra-se na base das pinças, no interior da fenda do centro ativo. 
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FIGURA 13-8 Reconhecimento e desnaturação dos elementos —10 pela região 2 
de. A região 2 de a possui dois bolsos onde se ligam cada uma das bases deslocadas da fita 
complementar do elemento —10. Essas reações de ligação energeticamente preferidas dirigem 
a desnaturação do promotor e, assim, a transição de complexo fechado para complexo aberto, 
sem a necessidade de hidrolisar ATP. (a) Visão ampliada de a, da Taq RNA-polimerase, com 
o dsDNA do complexo fechado (azul) e a porção de ssDNA do complexo aberto (amarelo). 
A visão em corte revela as duas bases deslocadas, A e T (amarelo), nos bolsos de ligação. Setas 
vermelhas mostram como as bases deslocadas se relacionam aos mesmos nucleotídeos no 
complexo fechado, (Imagem reproduzida, com permissão, de Fekistov A. e Darst S.A. 2011. 
Cell 147; 1257, Fig. 6C, p. 1265. O Elsevier) (b) A imagem mostrada no painel a é aqui apre- 
sentada esquematicamente para mostrar mais claramente a interação entre a região 2 de a e 
a fita complementar da região —10, mais especificamente as bases deslocadas que dirigem 
a desnaturação do DNA nessa região, (Adaptada, com permissão, de Liu X., Bushnell D.A. e 
Kornberg R.D. 2011, Cell 147: 1218, fig. 1, p. 1219. O Elsevier) 


Existem cinco canais na enzima, como mostrado na ilustração do com- 
plexo aberto na Figura 13-9. O canal de captação de NTP (não mostrado na 
figura; ver legenda) permite que ribonucleotídeos entrem no centro ativo. 
O canal de saída de RNA permite que a cadeia crescente de RNA seja liberada 
da enzima à medida que é sintetizada, durante o alongamento. Os outros três 
canais permitem a entrada e a saída do DNA em relação à enzima. 

O DNA jusante (i.e. o DNA a ser transcrito, à frente da enzima) ingressa 
na fenda do sítio ativo, como dupla-hélice, através do canal de DNA a jusan- 
te (entre as pinças). Na fenda do sítio ativo, as fitas de DNA são separadas a 
partir da posição +3. A fita complementar deixa a fenda do sítio ativo através 
do canal da fita complementar (NT, non-template) e desloca-se ao longo da su- 
perfície da enzima. À fita-molde, por sua vez, segue através da fenda do sítio 


desnaturação do promotor; 
transcrição 
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FIGURA 13-9 Canais de entrada e 
saída do complexo aberto. Esta figu- 
ra mostra as posições relativas das fitas 
de DNA (fita-moide em cinza, fita com- 
plementar em cor de laranja), as quatro 
regiões de o, as regiões —10 e —35 do 
promotor, e o sítio de início da transcrição 
(+1). Também são mostrados os canais 
através dos quais o DNA e o RNA entram e 
saem da enzima RNA-poimerase. O único 
canal não apresentado aqui é o de entrada 
dos nucleotídeos (canal de captação NTP), 
atravês do qual os nucleotídeos ingressam 
na fenda do sítio ativo para serem incor- 
porados à cadeia de RNA crescente. Se 
mostrado, esse canal entraria no sítio ati- 
vo, atravessando a página, mais ou menos 
na posição indicada como "+1" no DNA. 
Onde o DNA passa por baixo de uma pro- 
teina, ele está representado como uma fita 
pontilhada. A região do conector 3/4 de 
« = também chamada de o, , — é a região 
conectora entre o; e ax. (Figura original 
desenhada por Richard Ebright.) 


ativo e sai através do canal da fita-molde (T, template). A dupla-hélice de DNA 
é reestruturada na posição —11, na porção de trás da enzima. 

Duas alterações estruturais marcantes são observadas na enzima, durante 
a isomerização de complexo fechado para complexo aberto. Primeiramente, 
as pinças frontais da enzima fecham-se firmemente sobre o DNA a jusante. 
Logo após, há uma grande alteração de posição da região aminoterminal de 
o (região 1.1). Quando não está ligada ao DNA, a região 1.1 de o situa-se na 
fenda do sítio ativo da holoenzima e bloqueia a via que, no complexo aber- 
to, é percorrida pela fita-molde do DNA. No complexo aberto, à região 1.1 
desloca-se cerca de 50 À e, assim, fica posicionada na parte externa da enzima, 
permitindo acesso do DNA à fenda (ver Fig. 13-9). A região 1.1 de o tem carga 
altamente negativa (assim como o DNA). Dessa maneira, na holoenzima, à 
região 1.1 mimetiza a estrutura molecular do DNA. O espaço da fenda 
do sítio ativo, que tanto pode ser ocupado pela região 1.1 quanto pelo DNA, 
tem carga altamente positiva. 


A transcrição é iniciada pela RNA-polimerase 
sem a necessidade de um iniciador 


No Capítulo 9, viu-se que a DNA-polimerase não é capaz de sintetizar fitas 
novas de DNA de novo - isto é, ela só pode estender uma cadeia polinu- 
cleotídica já existente. Por esse motivo, a replicação sempre exige uma fita 
iniciadora. Normalmente, o iniciador é um pequeno segmento de RNA que 
se liga à fita-molde de DNA, formando uma região de dupla-fita híbrida; 
a partir daí, a DNA-polimerase adiciona nucleotídeos à extremidade 3' do 
iniciador. 

A RNA-polimerase é capaz de iniciar uma nova cadeia de RNA a partir 
de um molde de DNA, sem a necessidade de um iniciador. Esse fato notá- 
vel exige que o DNA-molde seja levado para o sítio ativo da polimerase e 
mantido em uma conformação helicoidal estável e que o ribonucleotídeo 
de início seja trazido ao sítio ativo e estabilizado sobre o molde, enquanto 
o NTP seguinte com a geometria correta é apresentado para que a polime- 
rização ocorra. Isso é especialmente difícil porque a RNA-polimerase inicia 
a maioria dos transcritos com um A, e este ribonucleotídeo liga-se ao nu- 
cleotídeo (T) no molde por apenas duas ligações de hidrogênio (enquanto 
Ce G formam três ligações). 

Dessa maneira, a enzima precisa realizar interações específicas com 
a fita de DNA-molde como um todo, com o ribonucleotídeo de início e 
o segundo ribonucleotídeo, mantendo-os firmemente posicionados na 
orientação correta para permitir a abordagem química do NTP seguinte. 
A exigência dessas interações específicas entre a enzima e o nucleotídeo 
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de início provavelmente explica por que a maioria dos transcritos começa 
com o mesmo nucleotídeo. A estrutura do complexo aberto mostra que a 
região do conector 3/4 de o interage com a fita-molde, organizando-a na 
conformação e localização corretas para permitir o início. E, de fato, em 
experimentos que utilizam uma RNA-polimerase com um derivado de o”” 
do qual essa parte de a foi removida, o início só ocorre com concentrações 
muito maiores do nucleotídeo de início, em comparação ao normal. 


Durante a transcrição inicial, a RNA-polimerase 
permanece parada e puxa o DNA a jusante para si 


Conforme já foi resumido, durante a transcrição inicial, a RNA-polimerase 
produz e libera transcritos curtos de RNA com menos de 10 nucleotídeos (sín- 
tese abortiva) antes de escapar do promotor, entrando na fase de alongamen- 
to e sintetizando o transcrito adequado. Ainda não está claro como o sítio 
ativo da enzima se transloca ao longo do molde de DNA durante os ciclos 
abortivos iniciais da transcrição. Três modelos gerais foram propostos (como 
mostrado na Fig. 13-10 e descrito a seguir). 


1. O modelo de “excursões transientes” propõe ciclos transientes de trans- 
locação da RNA-polimerase, para a frente e para trás. Assim, a polimerase 
deixaria o promotor e se translocaria ao longo de um pequeno trecho 
do molde de DNA, sintetizando um transcrito curto antes de abortar a 
transcrição, liberando o transcrito e retornando ao seu local original no 
promotor. 

2. O modelo de “lagarta” (inchworming) recorre a um elemento flexível no 
interior da polimerase que permite que um módulo anterior da enzima, 
contendo o sítio ativo, mova-se a jusante, sintetizando um transcrito cur- 
to antes de abortar e retrair-se ao corpo da enzima, ainda no promotor. 

. O modelo de "triturador” (scrunching) propõe que o DNA a jusante da 
polimerase estacionada, ligada ao promotor, seja desenrolado e puxado 
para a enzima. Assim, o DNA acumulado na enzima é acomodado como 
alças de fita simples. 
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FIGURA 13-10 Mecanismo de 
transcrição inicial. Durante a transcrição 
inicial, o centro ativo da RNA-polimerase 
é translocado para a frente em relação 
ao molde de DNA e sintetiza transcritos 
curtos antes de abortar, então repete esse 
ciclo até escapar do promotor. Três mode- 
los foram propostos para explicar isso e 
são mostrados na figura. De acordo com 
o primeiro deles - modelo de excursões 
transientes (mostrado no topo) -, a po- 
limerase move-se ao longo do DNA. No 
segundo - modelo de lagarta (mostrado 
no centro) — a parte frontal da enzima 
move-se ao longo do DNA, mas devido a 
“uma região fiexivel no interior da enzima, 
a parte posterior da enzima permanece 
estacionada no promotor. No terceiro 
modelo — triturador (mostrado na base) - 
a enzima permanece estacionada e puxa 
o DNA para si. As diferenças entre esses 
modelos estão explicadas no texto, bem 
como a evidência que corrobora o mo- 
delo de triturador como o que realmente 
acontece. (Modificada, com permissão, 
de Kapanidis AN. et al, 2006. Science 
314: 1144-1147, Fig. 1a. © AAAS.) 
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Hoje se acredita que o terceiro modelo —triturador - reflete o que acon- 
tece de fato. Essa conclusão é baseada em diversos achados, incluindo ex- 
perimentos usando análises de moléculas individuais que permitem que a 
posição de diferentes partes da polimerase seja medida, uma em relação à ou- 
tra, e em relação ao molde de DNA, durante a transcrição inicial. Esses expe- 
rimentos mostram que, durante a transcrição inicial, a polimerase permanece 
estacionada no promotor, desenrola o DNA a jusante e puxa o DNA para si. 
Apenas o modelo de triturador corrobora esses resultados. 


O escape do promotor envolve a quebra das interações 
polimerase-promotor e polimerase-fator o 


Como se viu, durante a transcrição inicial, ocorre o processo de início 
abortivo, e transcritos curtos — com nove nucleotídeos ou menos - são 
gerados e liberados. A polimerase consegue escapar do promotor e entrar 
na fase de alongamento apenas quando conseguir sintetizar um transcrito 
cujo comprimento ultrapasse o limiar de 10 nucleotídeos. Com esse tama- 
nho, o transcrito não pode ser acomodado na região em que hibridiza com 
o DNA e precisa começar a encaminhar-se para o canal de saída do RNA 
(Fig. 13-9). O escape do promotor está associado à quebra de todas as inte- 
rações entre a polimerase e os elementos do promotor e entre a polimerase 
e quaisquer proteínas reguladoras operando em um determinado promotor 
(Cap. 18). 

Não está claro por que a RNA-polimerase deve passar por esse período de 
iniciação abortiva antes de atingir o escape, mas, também aqui, parece haver 
envolvimento de uma região do fator o atuando como mímico molecular. 
Neste caso, é a região do conector 3/4 que simula o RNA. No complexo aber- 
to, essa região de a situa-se no meio do canal de saída do RNA (ver Fig. 13-9) 
e precisa ser ejetada para que a cadeia de RNA possa ser alongada além de 
10 nucleotídeos, processo que requer várias tentativas da enzima. 

Provavelmente, a ejeção da região do conector 3/4 de a ocorre pelo fato 
de ø ter uma associação mais fraca com a enzima no alongamento do que 
pelo complexo aberto; na verdade, frequentemente ela também se perde do 
complexo de alongamento. 

O modelo de triturador é revertido após o escape: o DNA desenrolado 
durante esse processo é novamente enrolado, com o colapso concomitante 
da bolha de transcrição de um tamanho de 22 a 24 nucleotídeos para 12 a 
14 nucleotídeos (Fig. 13-3). Acredita-se que esse processo forneça a energia 
necessária para que a polimerase quebre as interações polimerase-promotor e 
polimerase-fator a associadas ao escape. Assim, o modelo de triturador é uma 
maneira de mobilizar e estocar energia durante o início da transcrição, e sua 
liberação após o escape é o que permite que a polimerase se libere do promo- 
tor e desaloje o fator ø da enzima 

No Quadro 13-2, RNA-polimerases compostas por uma única subunida- 
de, vê-se como essas RNA-polimerases simples, apesar de não terem a subu- 
nidade o, sofrem uma alteração estrutural comparável em sua transição do 
complexo de início para o complexo de alongamento. 


A polimerase de alongamento é uma máquina 
processiva que sintetiza e revisa o RNA 


O DNA passa pela enzima de alongamento de modo semelhante à passagem 
pelo complexo aberto (Fig. 13-9). O DNA de dupla-fita entra na parte diantei- 
ra da enzima, entre as pinças. Quando a fenda catalítica se abre, as fitas são 
separadas e seguem trajetos diferentes, através da enzima, até saírem por seus 
respectivos canais e reestruturarem a dupla-hélice atrás da polimerase de alon- 
gamento. Os ribonucleotídeos entram no sítio ativo através de seu canal próprio 
e, guiados pela sequência da fita-molde do DNA, são adicionados à cadeia cres- 
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13-2  RNA-polimerases compostas por uma única subunidade 


No texto, foram discutidas as RNA-polimerases com múltiplas 
subunidades, encontradas nas bactérias e nas células eucari- 
óticas, Porém, existem vários exemplos de RNA-polimerases 
com subunidades únicas, capazes de realizar as mesmas rea- 
ções básicas realizadas pelas suas equivalentes mais comple- 
xas. Muitos bacteriófagos — por exemplo, o fago T7 de E. coli 
= codificam polimerases desse tipo, com as quais transcrevem 
a maioria de seus genes, durante as infecções. De maneira 
similar, a maioria dos genes mitocondriais e de cloroplastos é 
transcrita por polimerases estreitamente relacionadas às en- 
zimas de subunidades únicas dos fagos. É surpreendente que 
a evolução tenha produzido tais enzimas, tão simples e com 
capacidade de realizar a transcrição, uma façanha extraordi- 
nária, mesmo para as enzimas com múltiplas subunidades, 
muito maiores e mais complexas. 

A polimerase T7 é a mais estudada das enzimas com- 
postas por uma subunidade única. Ela possui massa mo- 
lecular de 100 kDa — comparado aos 400 kDa da enzima 
central bacteriana (sem o fator o) — e a estrutura mostrada 
na Figura 1 deste quadro. Em geral, ela assemelha-se à fa- 
mília de DNA-polimerases Pol |, considerada no Capítulo 9. 
Assim, à RNA-polimerase T7 lembra uma mão direita, com 
os dedos, o polegar e a palma representando os domínios 
arranjados em torno de uma fenda central, na qual está o 
sítio ativo. 

Embora não seja estruturalmente relacionada às 
RNA-polimerases celulares e se assemelhe mais a uma 
DNA-polimerase, a enzima T7 apresenta caracteristicas 
comuns às RNA-polimerases celulares, que são mais facil- 
mente evidentes quando as estruturas das enzimas T7 e 
bacterianas são comparadas complexadas a seus moldes, 
Como foi visto no texto, a enzima bacteriana possui vários 
canais de entrada e saída da fenda do sítio ativo (ver Fig. 
13-8), Um deles, por exemplo, permite o acesso dos NTPs 
ao sítio ativo e ao molde, onde são incorporados à cadeia 
crescente de RNA, de acordo com o molde. Outro canal é 
uma saída da enzima para o RNA em crescimento. Canais 
semelhantes também são encontrados na estrutura da po- 
limerase do fago. 


Os complexos de início e de alongamento das polime- 
rases bacterianas e do T7 foram comparados. Essas com- 
parações resultaram em um exemplo formidável de como 
transições funcionais equivalentes podem ser atingidas por 
diferentes tipos de alterações estruturais. No texto, destacou- 
-se que, no caso das bactérias, a transição do início para o 
alongamento envolve uma alteração significativa na posição 
de um domínio do fator o. Esse movimento abre o canal de 
saída do RNA, permitindo a produção de transcritos com 
mais de 10 unidades. A enzima T7 não tem fator o; entre- 
tanto, uma alteração estrutural equivalente no corpo dessa 
enzima de subunidade única promove a transição do comple- 
xo de início para o alongamento e essa alteração estrutural é 
necessária para a formação do canal de saída do RNA. 


QUADRO 13-2 FIGURA 1 RNA-polimerase do bac- 
teriófago T7. (Reproduzida de Jeruzalmi D. e Steitz TA, 
1998. EMBO J. 17: 4101.) Imagem preparada com MolScript, 
BobScript e Raster3D. 


cente de RNA. Apenas oito ou nove nucleotídeos da cadeia crescente de RNA 
ficam pareados com o DNA-molde ao mesmo tempo; o restante da cadeia de 
RNA está livre e é direcionado para fora da enzima pelo canal de saída de RNA. 
Ver Figura 13-11 para um diagrama esquemático do complexo de alongamento. 

Durante o alongamento, a enzima adiciona um nucleotídeo por vez ao 
transcrito de RNA crescente. Ao contrário da transcrição inicial, em que a 
polimerase usa o modelo de triturador para puxar o DNA para si (Fig. 13-10), 
durante o alongamento a enzima usa um mecanismo de passo: empregando 
técnicas de análise de moléculas individuais, demonstrou-se que a enzima 
dá um passo à frente como um motor molecular, avançando em um único 
passo uma distância equivalente a um par de bases para cada nucleotídeo que 
adiciona à cadeia de RNA crescente. Além disso, o tamanho da bolha, ou seja, 
o comprimento do DNA que não está em dupla-hélice, permanece constante 
durante o alongamento: quando 1 pb é separado em frente à enzima de pro- 


cessamento, 1 pb é formado atrás dela. 
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© +1 (transiocada para a frente, NTP ligado) 


FIGURA 13-11 Molde e transcrito no complexo de alongamento da RNA-poli- 
merase. A figura mostra diagramas esquemáticos das posições relativas do RNA e do molde 
de DNA na RNA:polimerase em vários estágios do processo de transcrição. (a) Polimerase não 
translocada (0) mostra a cadeia de RNA pareada com a fita-molde de DNA por um trecho de 
9 bases. (b) Polimerase translocada para a frente (+1) mostra a situação quando a enzima 
estiver translocada uma base à frente. (c) Polimerase translocada para a frente com NTP ligado 
mostra o DNA e o RNA na mesma posição de b com o NTP ligado. (d) Polimerase translocada 
para trás (—1) mostra a situação quando a enzima é translocada uma base para trás, como 
ocorre durante a edição hidroítica. (Seta vermelha) Uma posição determinada na polimerase, 
a mesma em todas as figuras. Ver texto para mais detalhes, Para maior clareza, a polimerase 
mostrada aqui está em orientação diferente da contida na Figura 13-9, com o canal de saída 
do RNA voltado para baixo. (Figuras com base em imagens por cortesia de Richard Ebright.) 


Além de sintetizar o transcrito, a RNA-polimerase realiza duas funções de 
revisão de leitura no transcrito crescente. A primeira é chamada edição piro- 
fosforolítica. Nessa função, a enzima no seu sítio ativo catalisa a remoção 
de um ribonucieotídeo inserido incorretamente, em uma reação reversível 
simples, por meio da reincorporação de PPi. A enzima pode, então, incorporar 
outro ribonucleotídeo em seu lugar, na cadeia de RNA em crescimento. Essa 
função permite a remoção tanto de bases incorretas quanto corretas; porém, 
a enzima fica mais tempo sobre as bases erradas do que sobre as certas e, as- 
sim, remove as primeiras mais frequentemente. No segundo mecanismo de 
revisão, chamado edição hidrolítica, a polimerase retorna um ou mais nu- 
cleotídeos (ver Fig. 13-11d) e cliva o RNA produzido, removendo a sequência 
que contém o erro. 

A edição hidrolítica é estimulada por fatores Gre, que reforçam a edi- 
ção hidrolítica e servem como fatores de estimulação do alongamento; ou 
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seja, eles garantem que a polimerase alongue de maneira eficiente e ajudam 
a evitar que ela “fique presa” em sequências difíceis de transcrever. Essa com- 
binação de funções é comparável à função do fator de transcrição TFIIS (ver 
a seguir neste capítulo e Fig. 13-22), na RNA-polimerase II eucariótica. Ou- 
tro grupo de proteínas - as proteinas Nus - juntam-se à polimerase na fase 
de alongamento e promovem, por mecanismos ainda não definidos, os pro- 
cessos de alongamento e de término (para exemplos de regulação durante o 
alongamento, ver Cap. 18). Uma das proteinas Nus bacterianas — NusG - é 
altamente conservada em Archaea e eucariotos (onde é chamada de SptS; ver 
discussão a seguir). 


A RNA-polimerase pode ficar presa e necessitar de remoção 


Sob certas circunstâncias, uma RNA-polimerase que está fazendo o alonga- 
mento pode ficar presa e parar de transcrever. Uma causa comum de parada é 
uma fita de DNA danificada. As consequências da parada podem ser catastró- 
ficas se o gene que está sendo transcrito for essencial, pois nenhum produto 
será gerado pela polimerase presa, e essa mesma enzima causará um conges- 
tionamento para outras polimerases que tentem transcrever o mesmo gene. 

Para lidar com essa situação, a célula possui uma maquinaria que remove 
a polimerase presa e ao mesmo tempo recruta enzimas de reparo (particular- 
mente, a endonuclease Uvr[AJBC); o reparo que se segue é chamado reparo 
acoplado à transcrição, que foi discutido no Capítulo 10. A remoção da poli- 
merase e o recrutamento da enzima de reparo são realizados por uma única 
proteína, chamada TRCF. 

A TRCF possui uma atividade de ATPase. Ela liga-se ao DNA de dupla- 
-fita a montante da polimerase e usa o motor de ATPase para translocar-se 
ao longo do DNA até encontrar a RNA-polimerase parada. A colisão empurra 
a polimerase para a frente, permitindo que ela reinicie o alongamento ou, 
mais frequentemente, causando a dissociação do complexo ternário de RNA- 
-polimerase, molde de DNA e transcrito de RNA. Isso encerra a transcrição 
por essa enzima, mas abre caminho para enzimas de reparo e para outra RNA- 
-polimerase, 


A transcrição é terminada por sinais na sequência de RNA 


Já se viu uma maneira pela qual a transcrição pode ser terminada. Quando à 
RNA-polimerase fica presa durante o alongamento, ela pode ser removida do 
DNA pela ação do translocador TRCF (discutido anteriormente). Esse término 
é desencadeado por um DNA danificado ou por outros obstáculos não previs- 
tos, Mas o término é uma função normal e importante nas extremidades dos 
genes. Sequências denominadas terminadores determinam a dissociação 
da polimerase de alongamento do molde de DNA e liberam a cadeia de RNA 
produzida. Em bactérias, os terminadores são de dois tipos: Rho-dependen- 
tes e Rho-independentes. O primeiro, como o nome sugere, requer uma 
proteína chamada Rho para induzir o término. O segundo tipo promove o 
término sem o envolvimento de outros fatores. Cada um dos tipos de termi- 
nador será abordado separadamente. 

Os terminadores Rho-dependentes possuem elementos de RNA ainda 
pouco estudados chamados sítios rut (discutidos adiante), e seu funciona- 
mento requer a ação do fator Rho. O fator Rho é uma proteína em formato de 
anel, com seis subunidades idênticas, que se liga ao RNA de fita simples assim 
que este deixa a RNA-polimerase (Fig. 13-12). A proteína também tem ativida- 
de de ATPase, e depois que se liga ao transcrito Rho, usa a energia da hidrólise 
de ATP para induzir o término. O mecanismo preciso de término ainda não 
foi determinado, e os seguintes modelos foram propostos: Rho empurra a 
polimerase para a frente em relação ao DNA e ao RNA, resultando no término 
de maneira análoga ao término por TRCF (descrito anteriormente); Rho puxa 
o RNA para fora da polimerase, resultando no término; ou Rho induz uma 
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FIGURA 13-12 Fator Rho de tér- 
mino da transcrição. Estrutura cristalo- 
gráfica do fator de término Rho, vista de 
cima. A estrutura consiste em um hex- 
mero de proteínas Rho, cada monômero 
sendo mostrado em uma cor diferente. Os 
seis monômeros formam um anel aberto. 
O ane! não é plano — a sexta subunidade 
está em um plano mais abaixo do plano 
da página que a primeira. O espaço entre 
duas subunidades é de 12 À, e o desnível 
helicoidal entre elas é de 45 À, Acredita-se 
que o transcrito de RNA sobre o qual Rho- 
atua (não mostrado) seja ligado à parte 
inferior de cada subunidade e, depois, in- 
troduzido no interior do anel. (Reproduzi- 
da de Skordalakes E, e Berger J.M, 2003. 
Cell 114: 135.) Imagem preparada com 
MolScript, BobScript e Raster3D. 


alteração conformacional na polimerase, causando o término pela enzima. 
Experimentos mais recentes sugerem que o último desses modelos é pelo me- 
nos uma parte importante da história e que a alteração conformacional causa 
um bloqueio do complexo de alongamento, com a dissociação seguindo de 
maneira mais lenta. 

Estudos recentes também sugeriram que Rho se liga a RNA-polimerase 
durante todo o ciclo de transcrição. Assim, Rho não alcança a polimerase 
pela translocação ao longo de um transcrito nascente, em um transcrito que 
contenha rut, mas liga-se à polimerase no início da transcrição e então, em 
algum momento, também se liga ao transcrito de RNA que está sendo libe- 
rado da enzima que está realizando o alongamento. Assim, talvez o papel da 
translocação por Rho seja apertar a alça de RNA resultante que, quando su- 
ficientemente apertada, levará ao término do alongamento pela polimerase. 

Como o fator Rho é direcionado a uma determinada molécula? Em pri- 
meiro lugar, existe uma especificidade nos sítios a que ele se liga (os sítios rut 
de utilização por Rho, mencionados anteriormente). Idealmente, esses sítios 
consistem em segmentos de cerca de 40 nucleotídeos que não formam estru- 
turas secundárias (i.e., permanecem normalmente como fitas simples); eles 
são ricos em resíduos C. 

O segundo nível de especificidade é que Rho não é capaz de se ligar a um 
transcrito que esteja sendo traduzido (i.e., transcritos ligados a ribossomos). 
Nas bactérias, a transcrição e a tradução estão intimamente associadas — a 
tradução inicia nos transcritos de RNA ainda em crescimento, à medida que 
estes saem da polimerase, enquanto ainda estão sendo sintetizados. Dessa 
maneira, o fator Rho só é capaz de terminar as transcrições que ainda estejam 
sob o processo de transcrição após o término de um gene ou óperon. 

Terminadores independentes de Rho, também chamados terminado- 
res intrínsecos, porque não requerem outros fatores para atuar, consistem 
em dois elementos de sequência: uma repetição curta invertida (de cerca de 
20 nucleotídeos) seguida por um trecho com cerca de oito pares de bases A:T 
(Fig. 13-13). Esses elementos só afetam a polimerase após terem sido trans- 
critos — isto é, atuam no RNA e não no DNA. Assim, quando a polimera- 
se transcreve uma sequência de repetição invertida, o RNA resultante forma 
uma estrutura em forma de haste-alça (frequentemente chamada de “gram- 
po”), devido ao pareamento entre suas bases (ver Cap. 5). A formação do 
grampo provoca o término pelo rompimento do complexo de alongamento. 
Assim como no término dependente de Rho, o mecanismo exato permanece 
desconhecido, e os modelos atuais são bastante semelhantes aos propostos 
para Rho. Ou seja, o grampo induz o término ao empurrar a polimerase para 
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a frente em relação ao DNA e ao RNA, arrancando o transcrito da polimerase, 
ou ao induzir uma alteração conformacional na polimerase. 

O grampo só atua como um terminador eficiente quando for seguido por 
um segmento de pares de bases A:U, como foi descrito, Isso ocorre porque, 
nessas circunstâncias, enquanto o grampo está se formando, a cadeia crescen- 
te de RNA será mantida sobre o molde no sítio ativo apenas pelo pareamento 
AU. Como os pareamentos A:U são os mais fracos de todos os pares de bases 
(mais fracos até que os pares de bases A:T), serão mais facilmente rompidos 
pelos efeitos do grampo sobre a polimerase, e o RNA será dissociado mais 
facilmente (Fig, 13-14). 
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FIGURA 13-13 Sequência de um 
terminador Rho-independente. A par- 
te superior mostra a sequência de DNA 
do terminador. Abaixo, está mostrada a 
sequência do RNA, a qual sofre um do- 
bramento, originando o grampo de térmi- 
no, mostrado na parte inferior da figura, 
O terminador apresentado é do atenua- 
dor de trp, discutido no Capítulo 18, Os 
pequenos quadros mostram mutações 
isoladas na sequência, as quais alteram 
a função do terminador, (Adaptada de 
Yanoisky C. 1981. Nature 289: 751-758.) 


FIGURA 13-14 Término da trans- 
crição. Modelo do mecanismo de um 
terminador Rho-independente. (Parte 
superior) O grampo no RNA é formado 
(fig. 13-11) logo após a transcrição dessa 
região pela polimerase (enzima não mos- 
trada). (Centro) Esta estrutura de RNA in- 
terrompe a polimerase exatamente quan- 
do ela está transcrevendo o segmento de 
DNA rico em AT, a jusante. (Parte inferior) 
Ainda não está clara a maneira exata pela 
qual o grampo desloca a polimerase em 
transcrição (ver texto para modelos alter- 
nativos), mas as fracas interações entre 
o transcrito e o molde de DNA (resíduos 
Us no transcrito e As no molde) parecem 
“tomar mais fácil a liberação do transcri- 
to. (Adaptada de Platt T. 1981, Cell 24: 
10:23) 
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TRANSCRIÇÃO NOS EUCARIOTOS 


Como já foi discutido, a transcrição nos eucariotos é realizada por RNA-po- 
limerases muito relacionadas às RNA-polimerases encontradas nos procario- 
tos. Isso não surpreende, pois o processo de transcrição é idêntico nos dois 
casos. No entanto, existem algumas diferenças na maquinaria utilizada em 
cada caso - uma delas já foi estudada aqui. Enquanto as bactérias possuem 
apenas uma RNA-polimerase, todos os eucariotos possuem pelos menos três 
enzimas diferentes (Pol I, II e III; e as plantas também possuem uma Pol IV 
e uma Pol V). Além disso, enquanto as bactérias requerem apenas um fator 
de início adicional (ø), nos eucariotos são necessários vários fatores para um 
início eficiente e promotor-específico. Esses fatores são chamados fatores 
de transcrição (GTFs, general transcription factors). 

Para iniciar a transcrição in vitro a partir de um molde de DNA (sem his- 
tonas), além da Pol II, são necessários apenas os fatores gerais de transcrição. 
In vivo, entretanto, o molde de DNA em células eucarióticas é incorporado nos 
nucleossomos, como foi visto no Capítulo 8. Sob essas circunstâncias, os fato- 
res gerais de transcrição por si não são suficientes para ligar-se a sequências pro- 
motoras e induzir uma expressão significativa. Por isso, são necessários fatores 
adicionais, incluindo o chamado complexo Mediador, proteínas reguladoras de 
ligação ao DNA e, frequentemente, enzimas modificadoras de cromatina. 

Primeiramente, será considerado o mecanismo básico pelo qual a Pol II e 
os fatores gerais de transcrição juntam-se no promotor para o início da trans- 
crição in vitro. A seguir, serão considerados os componentes adicionais neces- 
sários para promover a transcrição in vivo. 


Os promotores essenciais da RNA-polimerase Il 
são formados pela combinação de diferentes 
classes de elementos de sequência 


O promotor essencial eucariótico corresponde ao conjunto mínimo de ele- 
mentos de sequência necessário ao início preciso da transcrição pela maqui- 
naria da Pol II, como medido in vitro. Um promotor essencial normalmente 
tem 40 a 60 nucleotídeos de comprimento, estendendo-se a montante ou 
a jusante do sítio de início da transcrição. A Figura 13-15 mostra a localiza- 
ção, em relação ao sítio de início da transcrição, de elementos encontrados 
em promotores essenciais de Pol II. São eles: o elemento de reconhecimento 
TFIIB (BRE), o elemento ou sequência TATA (ou TATA box), o iniciador (Int) e 
os elementos promotores a jusante (conhecidos como DPE, DCE e MTE). Nor- 
malmente, um promotor contém um subconjunto desses elementos. Assim, 
por exemplo, os promotores na maioria das vezes têm um elemento TATA ou 
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FIGURA 13-15 Promotor essencial de Pol Il. A figura apresenta as posições dos vários 
elementos do DNA em relação ao sítio de início da transcrição (indicado pela seta acima do 
DNA). Esses elementos, descritos no texto, são os seguintes: o elemento de reconhecimento 
TFIIB (BRE), a sequência TATA (TATA), o elemento iniciador (Inr), o elemento promotor a jusante 
(DPE, downstream promoter element) e o elemento central a montante (DCE, downstream core 
element). Outro elemento, o MTE (do inglês, motif ten element [motivo do elemento —10)), 
descrito no texto, não é mostrado nesta figura, mas está localizado logo a montante de DPE. 
Também estão mostradas as sequências consenso para cada elemento (determinadas da mes- 
ma maneira descrita para os elementos do promotor bacteriano; ver Quadro 13-1) e (acima) o 
nome do fator geral de transcrição que reconhece cada elemento. 
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um elemento DPE, mas não ambos. Em geral, um promotor contendo TATA 
também possui um DCE. O Inr é o elemento mais comum, encontrado em 
combinação com TATA e DPEs. A sequência consenso para cada elemento e 
o fator geral de transcrição que se liga a ele também são mostrados, e essas 
características são descritas de maneira mais detalhada nas seções seguintes. 

Além - e, normalmente, a montante - do promotor essencial, existem ou- 
tros elementos de sequência necessários para uma transcrição in vivo eficien- 
te. Em conjunto, esses elementos constituem as sequências reguladoras e 
podem ser agrupados em várias categorias conforme a sua localização, o orga- 
nismo envolvido e a sua função. Esses elementos compreendem os elementos 
promotores proximais, as sequências ativadoras a montante (UASs, upstream 
activator sequences), os reforçadores, ou enhancers, e uma série de elementos 
repressores, chamados silenciadores, elementos de fronteira e isolantes. Todos 
esses elementos de DNA ligam-se a proteinas reguladoras (ativadoras e repres- 
soras), as quais facilitam ou dificultam a transcrição do promotor essencial, 
objeto do Capítulo 19. Algumas dessas sequências reguladoras podem estar a 
mais de dezenas (ou até centenas) de quilobases de distância dos promotores 
essenciais sobre os quais atuam. 


A RNA-polimerase Il forma um complexo de pré-início 
com os fatores gerais de transcrição no promotor 


Os fatores gerais de transcrição realizam coletivamente as funções realizadas 
por o na transcrição bacteriana. Desse modo, os fatores gerais de transcrição 
auxiliam na ligação da polimerase ao promotor e desnaturam o DNA (equiva- 
lente à transição de complexo fechado para complexo aberto nas bactérias). 
Eles também auxiliam a polimerase a “escapar” do promotor e entrar na fase 
de alongamento. O conjunto dos fatores gerais de transcrição com a polime- 
rase, ligados ao promotor e posicionados para o início, é denominado com- 
plexo de pré-início. 

Como descrito anteriormente (e na Fig. 13-15), muitos promotores da Pol 
II contêm o elemento (ou sequência) TATA (cerca de 30 pb a montante do sítio 
de início da transcrição). Neste local, a formação do complexo de pré-início é 
iniciada. O elemento TATA é reconhecido pelo fator geral de transcrição chama- 
do TFIID. (A nomenclatura “TFII” denota um fator de transcrição para Pol II, 
com fatores individuais distinguidos por A, B, e assim por diante.) Assim como 
vários dos fatores gerais de transcrição, o TFIID é, na verdade, um complexo 
com múltiplas subunidades, O componente do TFIID que se liga à sequência 
TATA do DNA é chamado TBP (do inglês, TATA-binding protein [proteína de 
ligação ao TATA]). As outras subunidades desse complexo são chamadas TAFs 
(do inglês, TBP-associated factors [fatores associados à TBP]). Alguns TAFs reco- 
nhecem outros elementos do promotor essencial, como Inr, DPE e DCE, embora 
a ligação mais forte seja entre TBP e TATA. Assim, TFIID é um fator essencial no 
reconhecimento do promotor e no estabelecimento do complexo de pré-início. 

Ao ligar-se ao DNA, TBP distorce amplamente a sequência TATA (esse even- 
to será discutido de maneira mais detalhada a seguir). O complexo TBP-DNA 
resultante fornece uma plataforma para o recrutamento de outros fatores gerais 
de transcrição e da própria polimerase ao promotor. In vitro, essas proteínas 
ligam-se no promotor na seguinte ordem (Fig. 13-16): TFIIA, TFIIB, TFIIF junta- 
mente com a polimerase e, então, TFIIE e TFIIH. Após a formação do complexo 
de pré-início que contém todos esses componentes, ocorre a desnaturação do 
DNA do promotor. Ao contrário do que acontece nas bactérias, nos eucariotos 
a desnaturação do promotor requer a hidrólise de ATP e é mediada por TFIIH. 


O escape do promotor requer a fosforilação 
da “cauda” da polimerase 


Como visto nas bactérias, segue-se agora um período de início abortivo, até 
que a polimerase escape do promotor e ingresse na fase de alongamento. 
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FIGURA 13-16 Inicio da transcri- 
ção pela RNA Pol Il, As etapas da for- 
mação do complexo de pré-inicio da Po! ll 
estão mostradas aqui e descritas em de- 
talhes no texto, Uma vez montada sobre 
o promotor, a Pol deixa o complexo de 
pré-iníco após a adição dos nucleotídeos 
precursores necessários à sintese de RNA 
e após a fosforilação dos resíduos de se- 
fina na “cauda” da enzima A cauda con- 
tém várias repetições da sequência hep- 
tapeptídica: Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser 
(ver Fig: 13-21). 


TFIIF — RNA-polimerase Il 


Durante o início abortivo, a polimerase sintetiza uma série de pequenos trans- 
critos. Em eucariotos, o escape do promotor envolve duas etapas não obser- 
vadas em bactérias: uma delas é a hidrólise de ATP (além da hidrólise de ATP 
anterior, necessária para a desnaturação do DNA), e a outra é a fosforilação da 
polimerase, que será descrita agora. 

A subunidade maior da Pol Il possui um domínio carboxiterminal (CTD), 
chamado de “cauda” (ver Fig. 13-16). O CTD contém uma série de repetições 
da sequência heptapeptídica: Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser. Existem 27 dessas 
repetições no CTD da Pol II de levedura, 32 no do nematódeo Caenorhabditis 
elegans, 45 na mosca Drosophila, e 52 em seres humanos. De fato, o número 
de repetições parece estar relacionado à complexidade do genoma. Cada re- 
petição contém sítios de fosforilação por quinases específicas, incluindo sítios 
para uma subunidade do TFIIH que é uma quinase. 

A forma inicial da Pol II que é recrutada para o promotor contém uma 
cauda predominantemente não fosforilada, mas a cauda encontrada no 
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complexo de alongamento possui vários grupos fosfato. A adição desses 
fosfatos auxilia a polimerase a desconectar-se da maioria dos fatores gerais 
de transcrição empregados no início, que são deixados para trás pela enzi- 
ma, quando esta escapa do promotor. 

Como será visto, a regulação do estado de fosforilação da CTD da Pol II 
também controla algumas etapas seguintes - como o alongamento e mesmo 
o processamento do RNA. Na verdade, além da TFIIH, foram identificadas 
outras quinases que também atuam sobre o CTD, bem como várias fosfatases 
que removem os fosfatos adicionados pelas quinases. 


A TBP liga-se ao DNA e provoca sua distorção pela 
inserção de uma folha $ na fenda menor 


A TBP utiliza uma grande região de folha B para reconhecer a fenda menor do 
elemento TATA (Fig. 13-17). Isso é incomum: em geral, as proteínas reconhe- 
cem o DNA por meio de a-hélices inseridas na fenda maior do DNA, como foi 
visto no Capítulo 6 e também neste capítulo, em relação ao fator ø. À razão 
para esse mecanismo não convencional de reconhecimento por TBP está rela- 
cionada à necessidade de provocar uma distorção na estrutura local do DNA. 
Mas esse modo de reconhecimento gera um problema: como a especificidade 
é obtida? 

No Capítulo 6, viu-se que a fenda menor do DNA é mais pobre do que a 
fenda maior quanto à informação química que permite a identificação dos 
pares de bases. Por isso, para identificar a sequência TATA, a TBP depende da 
Capacidade de essa sequência sofrer uma distorção estrutural específica, como 
será descrito agora. 

Ao se ligar ao DNA, a TBP causa o alargamento da fenda menor a uma 
conformação quase plana; ela também curva o DNA em um ângulo de apro- 
ximadamente 80°, A interação entre TBP e DNA envolve apenas um número 
limitado de ligações de hidrogênio entre a proteína e as bordas dos pares de 
bases da fenda menor. Em vez disso, grande parte da especificidade é dada 
pelos dois pares de cadeias laterais de fenilalaninas que se intercalam entre os 
pares de bases em cada extremidade da sequência de reconhecimento, pro- 
movendo uma forte torção no DNA. 

Assim, os pares de bases A:T são favorecidos porque eles se deformam 
mais facilmente, permitindo a abertura inicial da fenda menor. Também ocor- 
rem extensas interações entre o esqueleto de fosfato e os resíduos básicos da 
folha B, que se somam à energia total de ligação da interação. 
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FIGURA 13-17 Complexo TBP-DNA. 
A proteina de ligação ao TATA (TBP) (roxo) 
complexada à sequência TATA do DNA 
(cinza) é encontrada no início de vários 
genes de Pol Il. Os detalhes dessa intera- 
ção são descritos no texto. (Reproduzida 
de Nikolov D.B. et al. 1995. Nature 377: 
119) Imagem preparada com MolScript, 
BobScript e Raster3D. O DNA estendído 
em ambos os lados da imagem foi mode- 
lado por Leemor Joshua-Tor. 
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TABELA 13-2 Fatores gerais de 


transcrição (GTF) da RNA-polimerase II 


GTFs Número de subunidades 
TBP 1 
TAIA 2 
TFIIB 1 
TFIIE 2 
TFIIF 3 
TFIIH 10 
TAFs “n 


Os números apresentados são para levedu- 


ras, mas são semelhantes em outros eucario- 
tos, incluindo os seres humanos. No entanto, 
existem algumas diferenças - por exemplo, o 
TFIIF humano possui apenas duas subunida- 
des, e seu TFIIA possui três. 


FIGURA 13-18 Complexo TFIIB- 
“TBP-promotor. Esta estrutura apresenta 
a proteina TBP ligada à sequência TATA, 
exatamente como na figura anterior. Nes- 
ta, porém, foi adicionado o fator geral 
de transcrição TFIIB (azul-turquesa). Este 
complexo de três componentes constitui 
à plataforma para a qual são recrutados 
os outros fatores gerais de transcrição e 
a própria Pol Il, durante a formação do 
complexo de pré-início, (Reproduzida de 
Nikolov D.B. et al. 1995. Nature 377: 
119.) Imagem preparada com MolScript, 
BobScript e Raster3D. O DNA estendido 
em ambos os lados da imagem foi mode- 
lado por Leemor Joshua-Tor. 
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Os demais fatores gerais de transcrição também 
têm funções específicas no início 


Os detalhes das funções de todos os fatores gerais de transcrição não são co- 
nhecidos. Como foi visto, alguns desses fatores são, na verdade, complexos 
formados por duas ou mais subunidades (apresentados na Tab. 13-2). A seguir, 
algumas características estruturais e funcionais desses fatores são apresentadas. 


TAFs ATBP está associada a cerca de 10 TAFs. Dois deles ligam-se a elemen- 
tos do DNA no promotor; por exemplo, o elemento iniciador (Inr) e os ele- 
mentos promotores a jusante (ver Fig. 13-15). Vários TAFs apresentam homo- 
logia estrutural às proteinas histonas, e foi proposto que eles poderiam ligar-se 
ao DNA de modo semelhante, embora ainda não existam evidências para tal 
ligação. Foi demonstrado, por exemplo, que TAF42 e TAF62 de Drosophila 
formam uma estrutura semelhante à do tetrâmero H3-H4 (ver Cap. 8). Esses 
TAFs semelhantes a histonas não são encontrados apenas no complexo TFIID, 
mas também estão associados a algumas enzimas modificadoras de histonas, 
como o complexo SAGA das leveduras (ver Cap. 8, Tab. 8-7). 

Outro TAF parece regular a ligação de TBP ao DNA. Ele faz isso usando 
um prolongamento inibidor que se liga à superfície de ligação ao DNA do 
TBP, outro exemplo de mimetismo molecular. Esse prolongamento precisa ser 
removido para que a TBP se ligue ao elemento TATA. 


TFIIB Essa proteína, um polipeptídeo de cadeia única, entra no complexo 
de pré-início após a TBP (Fig. 13-16). A estrutura cristalográfica do comple- 
xo ternário TFIIB-TBP-DNA apresenta contatos específicos entre TFIIB-TBP e 
TFIIB-DNA (Fig. 13-18). Esses contatos incluem interações base-específicas, 
com a fenda maior a montante (para o BRE) (ver Fig. 13-15) e a fenda me- 
nor a jusante do elemento TATA. À ligação assimétrica do TFIIB ao complexo 
TBP-TATA contribui para a assimetria resultante na formação do complexo de 
pré-início e para a consequente transcrição unidirecional. O TFIIB também 
interage com a Pol II no complexo de pré-início. Portanto, essa proteína pa- 
rece servir de ponte entre a TBP ligada à TATA e a polimerase. Estudos estru- 
turais sugerem que segmentos do TFIIB se inserem no canal de saída do RNA 
e na fenda do centro ativo de Pol II de maneira análoga à região do conector 
3/4 de a em bactérias. Essas regiões de TFIIB (chamadas de conectora e lei- 
tora) auxiliam na formação do complexo aberto, talvez pela estabilização do 
DNA desnaturado até que o híbrido RNA:DNA assuma esse papel. 


TFIIF Esse fator, composto por duas subunidades (em seres humanos), 
associa-se à Pol II e é recrutado para o promotor juntamente com essa en- 
zima (e com outros fatores). A ligação de Pol ILTFIIF estabiliza o complexo 
DNA-TBP-TFIIB e é necessária antes que TFIIE e TFIIH sejam recrutados para o 


Capítulo 13 


complexo de pré-início (Fig. 13-16). Em leveduras, esse fator inclui uma tercei- 
ra subunidade (como mostrado na Tab. 13-2), mas a função da terceira subuni- 
dade ainda é desconhecida. 


TFIIE e TFIIH O TFIIE, assim como o TFIIF, é composto por duas subuni- 
dades, liga-se após TFIIF e atua no recrutamento e na regulação do TFIIH. 
O TFIIH controla a transição ATP-dependente do complexo de pré-início 
para complexo aberto. Além disso, é o maior e mais complexo dos fatores 
gerais de transcrição - possui 10 subunidades e uma massa molecular com- 
parável à da polimerase. Duas subunidades do TFIIH atuam como ATPases 
e outra é uma proteína quinase, envolvidas na desnaturação e no escape 
do promotor, como já foi descrito. Juntamente com outros fatores, as su- 
bunidades da ATPase também estão envolvidas no reparo por excisão de 
nucleotídeo (ver Cap. 10). 

Como o TFIIH medeia a desnaturação do promotor? Viu-se que, no caso 
das bactérias, a desnaturação do elemento —10 do promotor é mediada por ba- 
ses da fita de DNA não codificadora que são deslocadas e se ligam a bolsos da 
subunidade o. Isso não requer a hidrólise de ATP e é simplesmente dirigido por 
reações de ligação que favorecem a conformação desnaturada (ver Fig. 13-8). 
Em eucariotos, as coisas são mais complicadas. Hoje acredita-se que uma su- 
bunidade de TFIIH atue como translocador de DNA de dupla-fita dirigido por 
ATP, Essa subunidade liga-se ao DNA a jusante da polimerase (como foi mos- 
trado na Fig. 13-16) e alimenta a fenda da polimerase com DNA de dupla-fita. 
Essa ação leva à desnaturação do DNA porque o DNA do promotor à montante 
é mantido em uma posição fixa pelo TFIID e pelo restante dos GTFs. 


O início da transcrição in vivo requer proteínas 
adicionais, incluindo o complexo Mediador 


Até aqui, foram descritos os elementos necessários para o início da transcrição 
in vitro pela RNA Pol II a partir de um DNA-molde livre. No entanto, transcri- 
ção em níveis altos e sob regulação in vivo requer, ainda, a adição do comple- 
xo Mediador, de proteínas reguladoras da transcrição e, em muitos casos, de 
enzimas modificadoras de nucleossomos (que frequentemente fazem parte 
de grandes complexos proteicos) (Fig. 13-19). (Para características de vários 
complexos modificadores, ver Cap. 8, Tab. 8-7.) 

Um motivo para esses requisitos adicionais é que, in vivo, o molde de 
DNA está compactado em cromatina, como discutido no Capítulo 8. Esta 
condição dificulta a ligação da polimerase e de seus fatores associados ao pro- 
motor. Proteínas reguladoras da transcrição, chamadas ativadores, ajudam 
no recrutamento da polimerase para o promotor, estabilizando sua ligação. 
Esse recrutamento é mediado por interações entre os ativadores ligados ao 
DNA, fatores modificadores da cromatina, fatores remodeladores da cromati- 
na e partes da maquinaria de transcrição. Uma dessas interações ocorre com 
o complexo Mediador (que recebe seu nome devido a esta ação). O Media- 
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FIGURA 13-19 Formação do com- 
plexo de pré-início na presença do 
Mediador, dos modificadores e re- 
modeladores de nucleossomos e de 
ativadores da transcrição. Além dos 
fatores gerais de transcrição apresentados 
na Figura 13-16, os ativadores transcri- 
cionais ligados a sítios próximos ao gene 
recrutam os complexos que modificam e 
remodelam os nucleossomos e o comple- 
xo Mediador que, juntos, auxiliam na for- 
mação do complexo de pré-início. 
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Mediador de leveduras 


FIGURA 13-20 Comparação en- 
tre os Mediadores de leveduras e de 
seres humanos. A maioria das subuni- 
dades é encontrada em ambos os casos, 
mas as diferenças estão indicadas por 
sombreamento mais claro. (Mediador de 
leveduras: figura modificada de Guglieimi 
B. et. al. 2004. Nucleic Acids Res, 32: 
5379-5391, Fig. 88; Mediador de seres 
humanos: figura modificada, com permis- 
são, de Malik S. e Roeder R.G. 2005. Tren- 
ds Biochem. Sci. 30: 256-263, Fig. 1a. 
O Elsevier) 
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dor associa-se à maquinaria básica de transcrição provavelmente via contatos 
com a “cauda” do CTD da subunidade maior da polimerase, enquanto as 
outras superfícies interagem com os ativadores ligados ao DNA. Isso explica 
por que o Mediador é necessário para uma transcrição in vivo significativa, 

Apesar do papel central na ativação da transcrição, a deleção de subuni- 
dades individuais do Mediador geralmente resulta na perda de expressão de 
apenas um pequeno subconjunto de genes, diferente para cada subunidade 
(ele é composto por muitas subunidades). É provável que esse resultado 
reflita uma interação diferencial, na qual diferentes ativadores interagem 
com diferentes subunidades do Mediador para recrutar a polimerase a dife- 
rentes genes. Além disso, o Mediador auxilia no início, regulando a quinase 
CTD de TFIIH. 

A necessidade de modificadores e remodeladores de nucleossomos tam- 
bém difere em diferentes promotores, ou para um mesmo promotor em dife- 
rentes circunstâncias. Conforme a ocasião e o local em que são necessários, 
esses complexos também são recrutados por ativadores ligados ao DNA ou, 
algumas vezes, por RNAs reguladores. 

pel do Mediador e dos modificadores no estímulo à transcrição será 
discutido no Capítulo 19. Agora, serão consideradas algumas propriedades 
estruturais e funcionais do Mediador. 


O Mediador é composto por diversas subunidades, 
algumas conservadas de leveduras a seres humanos 


Como mostrado na Figura 13-20, tanto o Mediador de leveduras como o de 
seres humanos contêm mais de 20 subunidades, sete delas com significativa 
homologia de sequências entre os dois organismos. (Os nomes das subuni- 
dades eram inicialmente diferentes em cada caso, refletindo as abordagens 
experimentais que levaram à sua identificação, mas subsequentemente foi 
estabelecida uma convenção de que subunidades equivalentes em diferen- 
tes organismos empreguem o mesmo nome. São esses nomes que estão na 
Fig. 13-20.) Pouquíssimas subunidades têm sua função identificada. Apenas 
uma (Srb4/Med17) é essencial para a transcrição in vivo de praticamente todos 
os genes de Pol II. Comparações estruturais de baixa resolução sugerem que os 
dois Mediadores apresentam formato semelhante e são muito grandes, maio- 
res do que a própria RNA-polimerase. 

O Mediador de leveduras e o de seres humanos é organizado em módulos, 
cada um contendo um conjunto das subunidades mostradas na Figura 13-20. 
Esses módulos - chamados de cabeça, meio (ou braço) e cauda — podem ser dis- 
sociados um do outro sob certas condições in vitro. Essa observação, junto com 
o fato de o Mediador humano variar em composição (e tamanho), dependen- 
do de como é isolado, levou à hipótese de que existam várias formas de Media- 
dor (especialmente nos metazoários), cada uma contendo um subconjunto de 
subunidades do Mediador. Além disso, o envolvimento de diferentes formas 
na regulação dos diferentes grupos de genes ou na resposta a diferentes gru- 
pos de reguladores (ativadores e repressores) tem sido discutido. É igualmente 
possível que as variações observadas na composição das subunidades sejam 
artefatos de técnica, refletindo apenas os diferentes métodos de isolamento. 

Tentativas para determinar a estrutura do Mediador beneficiaram-se da so- 
lução da estrutura cristalográfica de parte do complexo - o módulo da cabeça 
do Mediador de levedura. Esse módulo contém sete subunidades (Med17/Srbá, 
Med11, Med22/Srb6, Med6, Med8, Med18/SrbS e Med20/Srb2) e forma uma 
estrutura com três domínios que se liga ao complexo de transcrição de ma- 
neira a se justapor a TFIIH e à cauda CTD da RNA-polimerase, promovendo a 
fosforilação desta última pelo primeiro. A fosforilação de resíduos de serina da 
cauda é necessária para o início e para o escape do promotor, como será dis- 
cutido adiante. Particularmente, a fosforilação da serina 5 pelo próprio TFIIH 
leva à dissociação do Mediador da polimerase durante esse processo. 
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Um novo conjunto de fatores estimula o alongamento 
pela Pol Il e a revisão de leitura do RNA 


Após a polimerase ter escapado do promotor e iniciado a transcrição, ela en- 
tra na fase de alongamento, como já foi discutido. Essa transição envolve a 
liberação da maioria dos fatores de início da enzima Pol II - por exemplo, os 
fatores gerais de transcrição e o Mediador. Em seu lugar, entra outro conjunto 
de fatores. Alguns deles (como TFIIS e SPT5) são fatores de alongamento 
(Le, fatores que estimulam o alongamento). Outros são necessários ao pro- 
cessamento do RNA. As enzimas envolvidas em todos esses processos (descri- 
tas em detalhes mais tarde) são, assim como vários dos fatores de início discu- 
tidos, recrutadas para a cauda carboxiterminal (CTD) da subunidade maior da 
Pol II (Fig. 13-21). Neste caso, porém, os fatores favorecem a forma fosforilada 
do CTD. Assim, a fosforilação do CTD resulta na troca dos fatores de início 
pelos fatores necessários ao alongamento e ao processamento do RNA. 

Como evidenciado pela estrutura cristalográfica da Pol II de leveduras, o 
CTD da polimerase situa-se diretamente adjacente ao canal de saída do RNA 
recém-sintetizado. A cauda CTD também é muito longa (ela pode estender- 
-se potencialmente a -800 À do corpo da enzima - i.e., cerca de sete vezes o 
comprimento do restante da enzima). Juntas, essas características permitem 
que a cauda se ligue a vários componentes da maquinaria de alongamento e 
processamento e conecte-os ao RNA emergente. 
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FIGURA 13-21 As enzimas de processamento do RNA são recrutadas pela cauda 
CTD da polimerase. (a) Vários fatores envolvidos no processamento do RNA são recrutados 
pela cauda CTD da polimerase. Diferentes fatores são recrutados, de acordo com o estado de 
fosforilação da cauda, Então, essas enzimas são transferidas para o RNA de acordo com a neces- 
sidade (ver próxima seção do texto). (b) A parte inferior da figura ilustra uma representação es- 
quemática da cauda, mostrando uma cópia da sequência repetida do heptapeptídeo. As posições. 
dos resíduos de serina que serão fosforilados estão indicadas nas linhas 2 e 3. A fosforilação da 
serina na posição 5 é vista após o escape do promotor e está associada ao recrutamento de fato- 
res de capping (ou capeamento), enquanto a fosforilação da serina na posição 2 évista durante o 
alongamento e está associada ao recrutamento de fatores de processamento. Os recrutamentos 
de fatores envolvidos no alongamento da transcrição e no processamento do RNA sobrepõem-se. 
Assim, o fator de alongamento hSPT5 é recrutado para a cauda fosforilada em Ser-5. 
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Acredita-se que várias proteínas estimulem o alongamento pela Pol II. 
Uma delas, a P-TEFb quinase, é recrutada à polimerase por ativadores trans- 
cricionais. Após ligar-se a Pol II, essa proteína fosforila o resíduo de serina na 
posição 2 das repetições CTD. Esse evento de fosforilação correlaciona-se com 
o alongamento (Fig. 13-21). Além disso, a P-TEFb fosforila e, assim, causa a 
ativação de outra proteína, chamada SPTS, a qual atua como fator de alon- 
gamento. Por fim, TAT-SF1, mais um fator de alongamento, é recrutado por 
P-TEFb. Portanto, P-TEFb estimula o alongamento de três modos diferentes. 

SPTS pode ser comparada ao fator de alongamento bacteriano NusG en- 
contrado anteriormente. De fato, esse é o único fator de transcrição universal- 
mente conservado nos três reinos da vida — desde as bactérias, passando por 
Archaea, até os eucariotos. Os fatores NusG/SPTS ligam-se a suas respectivas 
RNA-polimerases na ponta do grampo, sobrepondo-se à região contactada 
pela região 4 de o (em bactérias) e TFIIB (em eucariotos). Essa sobreposição 
—e, presumivelmente, mutuamente exclusiva — levanta a interessante possi- 
bilidade de que o deslocamento de fatores de início pode ser parte da função 
desses reguladores do alongamento. Isso também sugere que a regulação da 
taxa de alongamento é um mecanismo antigo de regulação da expressão gê- 
nica. Como será discutido no Capítulo 19, há alguns promotores em euca- 
riotos superiores em que o complexo de pré-início é efetivamente recrutado, 
mas a polimerase permanece pausada logo após o início da transcrição. Esses 
promotores parecem estar associados a genes prontos para serem expressos 
rapidamente ou de maneira altamente coordenada, e sua expressão é regulada 
por meio do recrutamento por ativadores específicos da quinase P-TEFb que 
os libera desta pausa (ver Cap. 19). 

Outra classe de fatores de alongamento é a chamada família ELL, Eles 
também se ligam à polimerase em alongamento e suprimem a pausa transien- 
te pela enzima; por outro lado, essa pausa ocorre em vários sítios ao longo do 
DNA. A primeira proteína ELL humana foi originalmente identificada como 
produto de um gene que sofre translocações na leucemia mieloide aguda 
(ver Quadro 19-3). 

Outro fator, que não afeta o início, mas estimula o alongamento, é o 
TFIIS. Esse fator, como a ELL, aumenta a velocidade total do alongamento, 
porque limita o período de parada da polimerase quando esta encontra se- 
quências que tendem a desacelerar a progressão da enzima. A polimerase tem 
como característica não transcrever todas as sequências em velocidade cons- 
tante. Na verdade, ela para periodicamente, às vezes por intervalos bastante 
longos, antes de retomar a transcrição. A presença da TFIIS reduz o tempo de 
parada em qualquer sítio. 

A TEIIS tem, ainda, outra função: ela contribui para o reparo de revisão 
realizado pela polimerase, No começo do capítulo, viu-se que as polimerases 
são capazes de remover, de maneira ineficiente, as bases mal-incorporadas, 
usando o sítio ativo da enzima para realizar a reação reversa à de incorporação 
de nucleotídeos. Além disso, a TFIIS estimula, na polimerase, uma atividade 
inerente de RNase (que não faz parte do sítio ativo), permitindo um modo 
alternativo de remoção das bases que foram incorporadas incorretamente, 
pela degradação local e limitada do RNA. Essa característica é comparável 
à edição hidrolítica estimulada pelos fatores Gre, descrita para as bactérias. 
A Figura 13-22 mostra como TFIIS e GreB, embora estruturalmente não rela- 
cionados (e não relacionados também em sequência), ainda assim interagem 
com as polimerases de leveduras e bactérias, respectivamente, de maneiras 
equivalentes, para estimular as mesmas reações. 


A RNA-polimerase em alongamento deve 
lidar com histonas em seu caminho 


Assim como o início da transcrição, o alongamento também acontece na pre- 
sença de histonas, porque o molde de DNA está incorporado em nucleosso- 
mos. Como a RNA-polimerase transcreve através dessas potenciais barreiras? 
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Experimentos in vitro comparando a transcrição em DNA nu e em DNA 
incorporado na cromatina revelaram que a cromatina bloqueia a transcrição de 
maneira considerável. Esse cenário experimental forneceu o ensaio para a iden- 
tificação de fatores que facilitam a transcrição na presença de cromatina. Dessa 
maneira, um fator chamado FACT (do inglês, facilitates chromatin transcription 
[facilita a transcrição de cromatinal) foi identificado em extratos de células hu- 
manas. Como seu nome sugere, esse fator torna muito mais eficiente a trans- 
crição em moldes de cromatina. FACT é um heterodímero de duas proteínas 
bem-conservadas, Spt16 e SSRP1. A homóloga de levedura da primeira já havia 
sido ligada à modulação da cromatina a partir de estudos genéticos, e um papel 
para FACT no alongamento foi estabelecido por meio de interações genéticas 
entre esse complexo e fatores de alongamento conhecidos, incluindo TFIIS. 

Como o FACT funciona? Lembre-se, a partir do Capítulo 8, que os nu- 
cleossomos são octâmeros, constituídos pelas subunidades de histonas HZA, 
H2B, H3 e H4 e DNA (ver Cap. 8, Fig. 8-20). Essas histonas são arranjadas em 
dois módulos: os dímeros HZA-H2B e o tetrâmero H3-H4. Spt16 liga-se ao pri- 
meiro, e SSRP1, ao último. Notavelmente, FACT pode desmanchar as histonas, 
removendo um dimero HZA-H2B, e remontá-las, restabelecendo esse dímero. 

Assim, montou-se uma imagem de como FACT atua durante o alonga- 
mento (Fig. 13-23). À frente de uma RNA-polimerase que está transcrevendo, 
FACT remove um dímero HZA-H2B. Isso permite que a polimerase passe esse 
nucleossomo (in vitro, demonstrou-se que a remoção de HZA-H2B do molde 
permite a transcrição). FACT também possui atividade de chaperona de histo- 
na, que permite que ela restabeleça o dimero HZA-H2B ao hexâmero de his- 
tonas imediatamente após a passagem da polimerase. Dessa maneira, FACT 
permite que a polimerase alongue e, ao mesmo tempo, mantém a integridade 
da cromatina a qual a enzima está transcrevendo. 


A polimerase de alongamento está associada a um 
novo conjunto de fatores proteicos necessários 
para vários tipos de processamento de RNA 


Após a sua transcrição, o RNA eucariótico precisa ser processado de várias 
maneiras, antes de ser exportado do núcleo para onde possa ser traduzido. 
Os eventos de processamento incluem: a adição do cap na extremidade 5' do 
RNA, o processamento propriamente dito (splicing ou retirada de introns) e a 
poliadenilação da extremidade 3' do RNA. Desses eventos, o mais complexo é 
o splicing — processo pelo qual os introns não codificadores são removidos do 
RNA para produzir mRNA maduro. Os mecanismos e a regulação desse e de 
outros processos, como a edição do RNA, são o tema do Capítulo 14. A seguir, 
consideraremos os outros dois processos: capping (ou capeamento) e a polia- 
denilação do transcrito. 
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FIGURA 13-22 TFIIS e GreB atuam 
de maneiras análogas. Visões em corte 
das principais características dos comple- 
xos da RNA-polimerase || estacionada e 
TAIS (à esquerda) e da RNA-polimerase 
bacteriana e GreB (à direita). TFIIS (cor de 
laranja) é inserido no centro da RNA-poli- 
merase ll, e GreB (cor de laranja) é inserido 
no canal da RNA-polimerase bacteriana 

Em ambos os casos, o fon catalítico primá- 
rio de magnésio é designado como metal 
A (cor-de-rosa), e as posições dos dois re- 
síduos ácidos conservados estão indicadas 
(círculos verdes). Assim, vê-se que, embo- 
ra as duas proteínas sejam muito diferen- 
tes, elas atuam essencialmente da mesma 
maneira. (Setas pontilhadas) Localiza- 
ções propostas para os RNAS recolhidos 
(ver também Fig. 13-11). (Reproduzida, 
com permissão, de Conaway R.C. et 
al. 2003. Cell 114: 272-274, Fig. 1. 
© Elsevier) 
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FIGURA 13-23 Modelo para o alongamento através dos nucleossomos auxiliado 
por FACT. Como descrito no texto, FACT, mostrado como um heterodimero de Spt16 e SSRP1, 
consegue desmanchar os nucieossomos à frente da RNA-polimerase em transcrição (etapa 1) e 
restabelecê-los atrás (etapa 2). Especificamente, ele remove o dimero H2A-H28, SPT6 liga-se à 
histona H3 e acredita-se que auxilie no restabelecimento do nucleossomo. (Adaptada, com per- 
missão, de Reinberg D. e Sims R. 2006. J. Biol. Chem. 281: 23297-23301, Fig. 2b. © American 
Society for Biochemistry and Molecular Biology) 


Curiosamente, há uma sobreposição entre as proteínas envolvidas no 
alongamento e as necessárias ao processamento do RNA. Em um caso, por 
exemplo, um fator de alongamento mencionado anteriormente (SPTS) tam- 
bém ajuda a recrutar a enzima de capping 5' para a cauda CTD da polimerase 
(fosforilada na serina da posição 5) (Fig. 13-21b). O hSPTS estimula a ativida- 
de da enzima de capping 5'. Em outro caso, o fator de alongamento TAT-SF1 
recruta componentes da maquinaria de processamento para a polimerase que 
apresenta a Ser-2 fosforilada (Fig. 13-21b). Portanto, o alongamento, o térmi- 
no da transcrição e o processamento do RNA estão interligados — provavel- 
mente para assegurar uma coordenação adequada desses processos. 

O primeiro evento do processamento do RNA é a adição do cap (capping 
ou capeamento). Isso exige a colocação de uma base guanina modificada à ex- 
tremidade 5' do RNA. Especificamente, ela é uma guanina metilada, e é ligada 
ao transcrito de RNA em uma ligação incomum 5'-5' que envolve três fosfatos 
(essa estrutura é mostrada na última etapa da parte inferior da Fig. 13-24). 

O cap de 5' é formado em três etapas enzimáticas, como detalhado na 
Figura 13-24 e descrito em detalhes na legenda. Na primeira etapa, um gru- 
po fosfato é removido da extremidade 5' do transcrito de RNA. Então, na 
segunda etapa, o grupo GMP é adicionado. Na etapa final, esse nucleotídeo 
é modificado pela adição de um grupo metila. O RNA recebe o cap assim 
que emerge do canal de saída de RNA da polimerase. Isso ocorre logo que o 
ciclo de transcrição tenha progredido até a transição entre as fases de início e 
alongamento. Após a adição do cap, a desfosforilação da Ser-5 nas repetições 
da cauda causa a dissociação da maquinaria de adição do cap, e a fosforilação 
subsequente (desta vez, na Ser-2 nas repetições da cauda) determina o recru- 
tamento da maquinaria necessária para o processamento do RNA (Cap. 14) 
(ver Fig. 13-21). 

O evento final do processamento do RNA, a poliadenilação da extre- 
midade 3' do mRNA, está intimamente relacionado ao término da transcrição 
(Fig. 13-25). Assim como na adição do cap e na remoção dos íntrons, a cauda 
CTD da polimerase está envolvida no recrutamento das enzimas necessárias 
para a poliadenilação (Fig. 13-21). Quando a polimerase chega ao fim de um 


Capítulo 13 Mecanismos de Transcrição 


IHO: 


3-HO. s 


gene, ela encontra sequências específicas que, após serem transcritas em RNA, 
desencadeiam a transferência das enzimas de poliadenilação para esse RNA, 
levando a quatro eventos: clivagem do mensageiro; adição de vários resíduos 
de adenina à sua extremidade 3'; degradação do RNA remanescente associado 
à RNA-polimerase por uma ribonuclease 5'-3'; e, subsequentemente, término 
da transcrição. Essa série de eventos ocorre da maneira explicada a seguir. 

Dois complexos proteicos são carregados pela CTD da polimerase 
quando ela se aproxima do fim de um gene: CPSF (do inglês, cleavage and 
polyadenylation specificity factor [fator de especificidade de clivagem e polia- 
denilação)) e CSTF (do inglês, cleavage stimulation factor [fator de estímulo da 
clivagem]). As sequências que quando transcritas em RNA desencadeiam a 
transferência dos fatores para o RNA são chamadas sinais de poli(A), e sua 
operação é mostrada na Figura 13-25. Quando CPSF e CSTF estiverem ligadas 
ao RNA, outras proteínas também serão recrutadas, levando inicialmente à 
clivagem do RNA e, então, à sua poliadenilação. 

A poliadenilação é mediada por uma enzima chamada poli(A) polimera- 
se, que adiciona cerca de 200 adeninas à extremidade 3' do RNA produzida 
pela clivagem. Essa enzima utiliza o ATP como precursor e adiciona os nu- 
cleotídeos usando a mesma reação química que a RNA-polimerase. Mas ela 
faz isso sem um molde. Por isso, a longa cauda de As é encontrada no RNA, 
mas não no DNA. Ainda não está claro o que determina o comprimento da 
cauda de poli(A), mas este processo envolve outras proteínas que se ligam 
especificamente à sequência poli(A). O mRNA maduro é então exportado do 
núcleo, como será discutido no Cap. 14. É importante ressaltar que a longa 
cauda de As é exclusiva dos transcritos produzidos pela Pol II, uma caracte- 
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FIGURA 13-24 Estrutura e for- 
mação do cap 5º do RNA. Na primeira 
etapa, o fosfato y na extremidade 5º do 
RNA é removido por uma enzima chama- 
da RNA-trifosfatase (o nudeotideo inicial 
de um transcrito inicialmente retém seus 
fosfatosa, B ey). Na próxima etapa, a en- 
zima guanilitransferase adiciona um gru- 
po GMP ao fosfato B-terminal resultante 
Esse é um processo de duas etapas: pri- 
meiro, um complexo enzima-GMP é ge- 
rado a partir de GTP com a liberação dos 
fosfatos B ey e, então, o GMP da enzima 
é transferido para o fosfato da extremi- 
dade 5º do RNA. Quando essa ligação é 
feita, a guanina e a purina recém-adicio- 
nadas à extremidade 5º original do mRNA 
são modificadas pela adição de grupos 
metil pela metiltransferase. A estrutura 
de cap 5º resultante recruta, subsequen- 
temente, o ribossomo para o MRNA para 
o início da tradução (ver Cap, 15). 
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FIGURA 13-25 Poliadenilação e 
término. As várias etapas deste processo 
são descritas no texto. 


tística que permite o isolamento experimental de mRNAs codificadores de 
proteínas por meio de cromatografia de afinidade. 

Viu-se como o mRNA maduro é liberado da polimerase após a transcrição 
do gene. Mas o que termina a transcrição pela polimerase? Na verdade, a enzi- 
ma não para imediatamente quando o RNA é clivado e poliadenilado. Em vez 
disso, ela continua a deslocar-se ao longo do molde, gerando uma segunda 
molécula de RNA. A polimerase pode continuar transcrevendo por vários mi- 
lhares de nucleotídeos antes de terminar e dissociar-se do molde. Agora serão 
descritos modelos atuais para o término da transcrição. 


O término da transcrição está ligado à destruição 
do RNA por uma RNase de alta processividade 
A poliadenilação está ligada ao término, embora a maneira exata ainda não 


esteja determinada. Entretanto, foi identificada, recentemente, uma enzima 
que degrada o segundo RNA assim que ele emerge da polimerase, e essa enzi- 
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ma pode, por si, desencadear o término. Este é o chamado modelo de torpedo 
para o término (Fig. 13-26a). 

A extremidade livre do segundo RNA não possui cap e, assim, pode ser 
distinguida dos transcritos genuínos. Esse novo RNA é reconhecido por uma 
RNase chamada Rat1 em leveduras (em seres humanos, Xrn2), a qual é carre- 
gada na extremidade da RNA-polimerase por outra proteína (Rtt103) que se 
liga à CTD da RNA-polimerase. A enzima Rat1 é bastante processiva e degrada 
rapidamente o RNA na direção 5-3, até que alcance a polimerase que ainda 
está transcrevendo e da qual o RNA está sendo liberado. O término pode não 
necessitar de qualquer interação muito específica entre Rat] e a polimerase, 
e deve, na verdade, ser desencadeado de maneira bastante similar à descrita 
anteriormente, na seção sobre o término Rho-dependente em bactérias — isto 
é, a RNase de alta processividade empurra a polimerase para a frente e/ou 
puxa o restante do transcrito de RNA nascente da enzima. Também é possível 
que, além de Rat], outros fatores sejam necessários para desalojar a polime- 
rase, uma vez que, in vitro, Rat1 não consegue, sozinha, realizar essa função, 
mesmo depois de ter degradado o transcrito. 
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FIGURA 13-26 Modelos de término: torpedo e alostérico. Como descrito no texto, 
há dois modelos propostos para o término da transcrição pela RNA Po! I| eucariótica após 
a transcrição de um gene, Na figura, o sítio de pol(A) está marcado peio trecho em verde- 
-claro do DNA e está localizado logo a jusante do gene. Ele também está em verde-claro no 
transcrito. (Linha verde pontilhada) Transcrito degradado. (a) No modelo de torpedo, o RNA 
transcrito a jusante do sítio de poli(A) é atacado por uma RNase 5'-3' (o torpedo), que é car- 
regada neste transcrito pela própria polimerase. Quando a exonuclease alcança a polimerase, 
ela desencadeia sua dissociação do molde de DNA e o término da transcrição. (b) No modelo 
alostérico, a polimerase é altamente processiva no gene e, então, quando o sinal de poli(a) é 
ultrapassado, ela torna-se menos processiva. Essa alteração poderia ser devida a uma modifi- 
cação ou uma alteração conformacional. Mesmo no modelo alostérico, o segundo RNA seria 
degradado pela RNase, mas esta não seria a causa do término. Neste caso, a degradação do 
RNA não está mostrada na figura para enfatizar os diferentes mecanismos de término nestes 
dois modelos. (Adaptada, com permissão, de Luo W. e Bentley D. 2004. Cell 119: 911-914, 
Fig. 1. © Elsevier.) 
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FIGURA 13-27 Região promotora 
de Pol I. (a) Estrutura do promotor de 
Pol |. (b) Fatores de transcrição de Pol |. 
O caso mostrado aqui aplica-se a seres 
humanos. O conjunto de proteinas envol- 
vidas no auxilio à transcrição por Pol | em 
leveduras é um pouco diferente. 


Embora o modelo de torpedo para o término seja atualmente o mais pro- 
vável, há uma alternativa chamada modelo alostérico (Fig. 13-26b). De acor- 
do com esse modelo, o término depende de uma alteração conformacional na 
polimerase em alongamento que reduz a processividade da enzima, levando, 
em seguida, ao término espontâneo. Essa alteração conformacional estaria 
ligada à poliadenilação e poderia, por exemplo, ser desencadeada pela trans- 
ferência das enzimas de processamento da extremidade 3º da cauda CTD da 
polimerase para o RNA ou pela ligação subsequente à cauda CTD de outros 
fatores que induzem uma alteração conformacional. 


TRANSCRIÇÃO PELAS RNA-POLIMERASES | E III 


As RNA Pol | e Pol Ill reconhecem promotores 
distintos, mas ainda requerem TBP 


Já foi mencionado que, além da Pol II, os eucariotos possuem duas outras 
polimerases — a Pol I e a Pol II. Essas enzimas são relacionadas à Pol II e pos- 
suem várias subunidades em comum (Tab. 13-2), mas iniciam a transcrição 
em promotores diferentes e transcrevem genes diferentes, Esses genes codi- 
ficam RNAs especializados em vez de proteínas. Cada uma dessas enzimas 
também trabalha com seu conjunto próprio de fatores gerais de transcrição. 
Entretanto, o fator TBP é universal, porque está envolvido no início da trans- 
crição, seja por Pol I, Pol III ou Pol II. 

Embora a TBP seja a única GTF utilizada por Pol I e Pol III, bem como 
por Pol II, recentemente revelou-se que algumas das outras GTFs discutidas 
anteriormente no caso de Pol Il possuem, na verdade, componentes estrutu- 
ral e funcionalmente equivalentes nos outros sistemas. Assim, por exemplo, 
o TFIIF parece ter um homólogo em duas subunidades de Pol I (A49/34.5) e 
também em Pol III (C37/53). Da mesma maneira, subunidades semelhantes 
a TFIIE são encontradas nas enzimas Pol I e Pol II. Além disso, ambos os sis- 
temas incluem fatores adicionais que podem ser comparados à TFIIB: o fator 
TAFIB no sistema de Pol I, e a subunidade Brfl de TFIIB no caso de Pol II. 


Pol | transcreve apenas genes de rRNA 


A Pol I é necessária apenas para a expressão de um único gene, que codifica o 
precursor do rRNA. Existem várias cópias desse gene por célula e, na verdade, 
ele é expresso em níveis muitíssimo mais elevados do que qualquer outro 
gene — o que talvez explique por que ele tem sua própria polimerase. 

O promotor para o gene de rRNA possui duas partes: o elemento central, 
ou essencial, e o UCE (do inglês, upstream control element [elemento de contro- 
le a montante)), como ilustrado na Figura 13-27. A primeira parte está loca- 
lizada próximo ao sítio de início da transcrição, e a outra, entre 100 e 150 pb 
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a FIGURA 13-28 Promotor essen- 
| o = cial de Pol ll. Aqui, está mostrado o pro- 

E Es motor para o gene de tRNA de levedura, 

BoxA BoxB A ordem dos eventos que levam ao início 


da transcrição está descrita no texto, Para 
b outros genes de Pol Ill (como o rRNA 5S), 
outro fator (TFIIIA) é necessário, além de 

TFIIIB e TFIC. TFIIA liga-se à Caixa A, 


a montante do sítio de início (nos seres humanos). Além da Pol I, o início 
requer outros dois fatores, chamados SLI e UBF. O SL1 compreende TBP e três 
TAEs específicas para a transcrição por Pol L. Esse complexo liga-se ao elemen- 
to central. SL1 liga-se apenas ao DNA na presença do UBF. Esse fator liga-se 
ao UCE, aproximando SL1 e estimulando a transcrição do promotor essencial 
pelo recrutamento da Pol I. 


Os promotores da Pol Ill são encontrados a 
jusante do sítio de início da transcrição 


Os promotores da Pol III apresentam formas variadas, e a grande maioria de- 
les tem a peculiaridade de localizar-se a jusante do sítio de início da transcri- 
ção (Le, no interior da região codificadora do gene). Alguns promotores da 
Pol TII (p. ex., os dos genes de tRNA) possuem duas regiões, denominadas 
Box A e Box B, separadas por um elemento curto (Fig. 13-28); outros contêm 
a Box A e a Box C (p. ex, o gene do rRNA 55); e outros, ainda, contêm um 
elemento TATA, como o da Pol II. 

Do mesmo modo que a transcrição pela Pol II e pela Pol I, a transcrição 
pela Pol II requer, além de polimerase, fatores de transcrição. Neste caso, os 
fatores são chamados de TFIIB e TFITIC para os genes de tRNA, e estes mais 
TFIIA para o gene do rRNA 55. 

A Figura 13-28 apresenta o promotor de tRNA. Aqui, o complexo TFIIC 
liga-se à região do promotor. Esse complexo recruta TFIIIB para o DNA ime- 
diatamente a montante do sítio de início, onde TFIIIB, por sua vez, recruta a 
Pol III para o sítio de início da transcrição. Então, a enzima inicia, provavel- 
mente deslocando o TFIIIC do molde de DNA à medida que avança. Como 
nas outras duas classes de polimerase, a Pol II requer TBP. Neste caso, esse 
fator universal é encontrado no complexo do TFIIIB. 


RESUMO 


A expressão gênica é o processo pelo qual a informação conti- 
da na dupla-hélice de DNA é convertida em RNAs e proteinas, 
cujas atividades conferem à célula sua morfologia e funções. 
A transcrição é a primeira etapa da expressão gênica e envolve 
a cópia do DNA em RNA. Essa reação é catalisada pela enzima 
RNA-polimerase. 

As RNA-polímerases são altamente conservadas, de bacté- 
rias a seres humanos. Os eucariotos possuem pelo menos três 
RNA-polimerases diferentes; as bactérias possuem apenas uma. 
As três enzimas eucarióticas são chamadas RNA Pol I, Pol Ile 
Pol III. Neste capítulo, o enfoque foi dado principalmente a 


Pol I, porque esta é a enzima que transcreve a grande maioria 
dos genes da célula e todos os genes que codificam proteínas. 
As plantas possuem duas RNA-polimerases adicionais, Pol IV 
ePolV. 

A parte central da enzima básica de E. coli tem uma cópia 
de cada uma das três subunidades — B, B’ € w — e duas cópias da 
subunidade a. Todas estas subunidades possuem homólogos 
nas enzimas eucarióticas. As estruturas das enzimas bacteriana 
e da Pol II de leveduras também são semelhantes. Ambas têm 
formato semelhante a uma garra de caranguejo, cuja pinça 
é constituída pelas subunidades maiores, no caso da enzima 
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bacteriana, B e 8’. O sítio ativo está na base das pinças, e cinco 
canais permitem a entrada e a saída: um canal permite o aces- 
so de DNA de dupla-fita por entre as pinças, na parte anterior 
da enzima; outros dois permitem que as duas fitas simples 
molde e a complementar — saiam da enzima por trás do sítio 
ativo; outro canal é a via de entrada dos NTPs no sítio ativo; 
o RNA produzido, separado do DNA-molde logo atrás do sítio 
de polimerização, abandona a enzima através do quinto canal. 

A Pol II difere da enzima bacteriana em um aspecto im- 
portante. A primeira tem uma “cauda” na extremidade car- 
boxiterminal da subunidade maior, ausente na enzima bac- 
teriana, A cauda é composta por várias repetições de uma 
sequência heptapeptídica. 

Um ciclo de transcrição é composto por três fases — iní- 
cio, alongamento e término. Embora as RNA-polimerases 
possam sintetizar RNA sem auxílio, outras proteínas - chama- 
das fatores de início - são necessárias para um início preci- 
so e eficiente, Esses fatores asseguram que a enzima inicie a 
transcrição apenas em sítios apropriados do DNA, chamados 
promotores. Nas bactérias, há apenas um fator de início, o fa- 
tor o, enquanto nos eucariotos existem vários, coletivamente 
chamados fatores gerais de transcrição. Nos eucariotos, o DNA 
está empacotado nos nucleossomos e, frequentemente, para 
ser eficiente, o início in vivo requer proteínas adicionais, in- 
clusive o complexo Mediador e as enzimas modificadoras do 
nucleossomo. Proteínas ativadoras da transcrição também são 
necessárias (ver Cap. 19). 

Durante o início, a RNA-polimerase (juntamente com os 
fatores de início) liga-se ao promotor, formando um complexo 
fechado. Nesta condição, o DNA permanece como dupla-fita. 
A seguir, esse complexo fechado sofre isomerização para com- 
plexo aberto. Nessa forma, o DNA em torno do sítio de início 
da transcrição é desenrolado, pelo rompimento das ligações 
de hidrogênio entre os pares de bases, e forma uma bolha de 
DNA de fita simples, Essa transição permite o acesso à fita- 
-molde, que determina a ordem das bases na nova fita de RNA. 
Essa fase de Início é sucedida pelo escape do promotor: após a 
síntese de uma série de RNAs curtos, o chamado início abor- 
tivo, a enzima consegue fazer um transcrito que ultrapassa os 
10 pb. Assim, a enzima deixa o promotor e ingressa na fase 
de alongamento. Nessa fase, a polimerase desempenha várias 
funções enquanto se desloca ao longo do gene: abre o DNA a 
jusante (à frente) e o recompõe a montante (atrás) do sítio ati- 
vo; adiciona ribonucleotídeos à extremidade 3' do transcrito 
em crescimento; cerca de 8 ou 9 pb atrás do sítio de polimeri- 
zação, remove o RNA recém-formado da fita-molde; e corrige o 
transcrito, verificando (e substituindo) os nucleotídeos incor- 
retamente inseridos. 
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Para respostas de questões de número par, ver Apêndice 2: Respostas. 


Questão 1. Exceto pela substituição de Ts por Us, o transcri- 
to de RNA é idêntico em sequência a qual fita do DNA? Esco- 
Iha um ou mais dos seguintes termos: fita-molde, fita comple- 
mentar, fita codificadora, fita não codificadora. Explique sua 
escolha, 


Questão 2. Explique por que a regulação da transcrição ge- 
ralmente envolve o promotor e as interações proteicas com o 
promotor. 


Questão 3. Descreva as três etapas do início da transcrição 
que ocorrem antes do início da fase de alongamento, desta- 
cando as características essenciais da RNA-polimerase em cada 
etapa. 


Questão 4. Considere um promotor bacteriano com ele- 
mentos —35 e —10. Qual ensaio é mais adequado para mostrar 
que a RNA-polimerase se liga a regiões centrais nas posições 
—35 e —10 a montante do sítio de início da transcrição? (Revi- 
sar o Cap. 7 pode ajudar.) 


Questão 5. Diga se a seguinte afirmação é verdadeira ou fal- 
sa e explique sua conclusão. A sequência do elemento —35 é 
sempre 5-TIGACA-3'. 


Questão 6. Considerando os três modelos para a transcrição 
inicial em bactérias (excursões transientes, lagarta e tritura- 
dor), qual modelo representa a hipótese mais corroborada pe- 
los dados? Descreva as conclusões gerais desses experimentos. 


Questão 7. Descreva as duas funções da revisão de leitura da 
RNA-polimerase em procariotos, 


Questão 8. Considere a sequência do terminador Rho- 
-independente S'-CCCAGECCGCCUAAUGAGCGGG- 
CUUUUUUUU-3". Por que uma mutação de ponto em qual- 
quer um desses nucleotídeos realçados em negrito perturba o 
término da transcrição? Como você testaria a sua conclusão? 


Questão 9. Explique por que o mediador e os modificadores 
de nucleossomo são necessários para altos níveis de transcri- 
ção em células eucarióticas, mas não in vitro. 


Questão 10. Quais etapas do ciclo de transcrição eucarióti- 
co e além são estimuladas pela fosforilação do domínio carbo- 
xiterminal (CTD) da subunidade maior da RNA-polimerase II? 


Questão 11. Você quer marcar radioativamente a extremi- 
dade 5' de um mRNA durante a formação do cap 5' de RNA. 
Você usaria a, 8 ou y-“P GTP em sua reação de capping? Expli- 
que o porquê. 

Questão 12. Como a função da poli(A) polimerase difere da 
função da RNA-polimerase? 


Questão 13. Para que serve a adição de cap e de poli(A) nos 
mRNAs eucarióticos? 


Questão 14. Pesquisadores que estudam o modelo de torpe- 
do para o término em eucariotos queriam verificar o posicio- 
namento de Rtt103 e Ratl em genes transcritos. Para fazer isto, 


466 Parte4 Expressão do Genoma 


eles realizaram um ensaio de imunoprecipitação de cromatina 
(ChIP, chromatin immunoprecipitation assay) usando a proteina 
Rati marcada. (Ver Cap. 7 para uma revisão sobre ChIP) Após 
a digestão da cromatina de células selvagens, eles imunopreci- 
pitaram Ratl usando anticorpos específicos para a marcação. 
Eles amplificaram o DNA de interesse associado a Rat1 por PCR 
com diferentes conjuntos de iniciadores específicos para ge- 
nes altamente transcritos. Mostraremos os resultados para um 
gene, Para o gene ADHI, os pesquisadores escolheram iniciado- 
tes específicos para a amplificação da região do elemento TATA 
a montante da fase aberta de leitura (ORF, open reading frame) 
(reação na canaleta 1), iniciadores específicos para a amplifi- 
cação da região 3'da ORF (reação na canaleta 2) ou iniciadores 
específicos para a amplificação do DNA logo após a sequên- 
cia codificadora do sinal de poli(A) (reação na canaleta 3). Os 
resultados da PCR das imunoprecipitações foram comparados 
aos resultados da PCR usando os mesmos iniciadores com a 
amostra de cromatina antes da imunoprecipitação. Eles incluí- 
ram um reação usando iniciadores específicos para a amplifi- 
cação de uma região não transcrita do cromossomo V em cada 
canaleta (banda menor em cada reação). Os dados mostrados 
a seguir são para as PCRs com amostras de cromatina antes e 
depois da imunoprecipitação. 


A. Explique por que todas as bandas são praticamente iguais 
em intensidade para as PCRs de amostras anteriores à 
imunoprecipitação. 

B. Quala principal conclusão dos resultados de ChIP? 

C. Os dados de ChIP para os outros genes altamente 
transcritos foram semelhantes aos dados para Rat em 
ADHI. Explique como esses dados corroboram o mode- 
lo de torpedo. 


Dados adaptados de Kim et al. (2004. Nature 432: 517-522). 
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do RNA 


SEQUÊNCIA CODIFICADORA DE UM GENE CODIFICADOR DE PROTEÍNAS É uma série 
As códons, compostos por três nucleotídeos (trincas), que específica a 

sequência linear dos aminoácidos no produto polipeptídico. Até aqui, 
assumiu-se que a sequência codificadora é contínua: o códon corresponden- 
te a um aminoácido está imediatamente adjacente ao códon do aminoácido 
seguinte na cadeia polipeptídica. Isso é verdadeiro para a grande maioria das 
bactérias e seus fagos. No entanto, raramente isto é verdade para os genes eu- 
cartóticos. Nestes casos, em geral, a sequência codificadora é periodicamente 
interrompida por segmentos com sequências não codificadoras. 

Muitos genes eucarióticos são, portanto, mosaicos compostos por blocos 
com sequências codificadoras separadas entre si por blocos com sequências não 
codificadoras, As sequências codificadoras são chamadas éxons e as sequências 
intercaladas, não codificadoras, são os íntrons. Ao serem transcritos em uma 
molécula de RNA, os íntrons devem ser removidos e os éxons, unidos para criar 
um mRNA para o gene. Na verdade, tecnicamente, o termo éxon aplica-se a qual- 
quer região mantida em um RNA maduro, sendo ou não codificadora. Êxons não 
codificadores incluem as regiões 5º e 3' não traduzidas de um mRNA; todas as 
porções de RNAs não codificadores estáveis e removidos, como o regulador da 
inativação do cromossomo X, Xist (Cap. 20); e regiões que dão origem a RNAs 
funcionais, como os micro-RNAs que serão encontrados no Capítulo 20. 

A Figura 14-1 apresenta um gene eucariótico típico no qual a região co- 
dificadora é interrompida por três íntrons que fragmentam o gene em quatro 
éxons. O número de íntrons encontrado em um gene varia muito - desde um, 
no caso da maioria dos genes contendo introns em levedura (e alguns poucos 
genes humanos), a 50, no caso do gene do colágeno de galinha, proa2, e che- 
gando a 363 no caso do gene humano Titin. A Figura 14-2 mostra o número 
médio de íntrons por gene em uma variedade de organismos. Fica claro que 
o número médio aumenta à medida que se passa dos eucariotos unicelulares 
simples, como as leveduras, para organismos mais complexos, como vermes e 
moscas, até chegar aos seres humanos. 

O tamanho dos éxons e introns também é variável. Muito frequentemente, 
os íntrons são bem mais longos do que os éxons que eles separam. Assim, por 
exemplo, em geral, os éxons possuem cerca de 150 nucleotídeos, enquanto os 
íntrons - embora também possam ser curtos — podem ter até 800.000 nucleoti- 
deos (800 kb). Como outro exemplo, o gene da enzima di-hidrofolatorredutase 
de mamíferos tem mais de 31 kb de comprimento, contendo seis éxons dis- 
persos que, juntos, correspondem a 2 kb do mRNA. Assim sendo, neste caso, 
a região codificadora do gene corresponde a < 10% de seu comprimento total. 
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FIGURA 14-1 Um típico gene eu- 
cariótico. O gene representado contém 
quatro éxons separados por três introns. 
A transcrição a partir do promotor gera 
O pré-mRNA, apresentado na linha inter- 
mediária, que contém todos os éxons e 
introns. O processamento remove os în- 
trons e une os éxons, formando o mRNA 
maduro, que continua a ser modificado 
(ver poliadenilação, Cap. 13) e é exporta- 
do do núcleo, para ser traduzido em um 
produto proteico. Tecnicamente, as re- 
giões 5º líder e 3' não codificadoras tam- 
bém são éxons porque elas são mantidas 
no mRNA maduro. Elas estão aqui repre- 
sentadas em lilás para indicar sua condi- 
ção de éxons não codificadores, 


FIGURA 14-2 Número de introns 
por gene em várias espécies eucarió- 
ticas. O número médio de introns por 
gene é apresentado para uma seleção 
de espécies eucarióticas. Os nomes em 
vermelho são os dos organismos experi- 
mentais comuns (Apêndice 1): levedu- 
ra (Saccharomyces cerevisiae), mosca- 
-da-fruta (Drosophila melanogaster), 
nematódeo (Caenorhabditis elegans), 
planta (Arabidopsis thaliana) e camun- 
dongo (Mus musculus), As outras es- 
pécies apresentadas são: Anopheles 
gambiae; Aspergillus nidulans; nu- 
cleomorfo de Bigelowiella natans; 
Caenorhabditis briggsae; Candida 
albicans; Chlamydomonas reinhardtii; 
Ciona intestinalis; Cryptococcus 
neoformans; Cryptosporidium parvum; 
Cyanidioschyzon merolae; Dictyostelium 
discoideum; Encephalitozoon cuniculi; 
Giardia lamblia; nucleomorfo de Guillardia 
theta; Homo sapiens; Leishmania 
major; Neurospora crassa; Oryza sativa; 
Paramecium aurelia; Phanerochaete 
chrysosporium; Plasmodium falciparum; 
Plasmodium yoelii; Schizosaccharomyces 
pombe; Takifugu rubripes; Thalassiosira 
pseudonana; e Trichomonas vaginalis. 
(Redesenhada, com permissão, de Roy 
SW. e Gilbert W. 2006. Nat. Rev Genet. 
7: 212, Fig. 1. © Macmillan.) 
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Da mesma maneira que os genes continuos dos procariotos, os genes des- 
contínuos dos eucariotos são transcritos em uma cópia de RNA do gene in- 
teiro — o transcrito primário para um gene eucariótico típico contém íntrons 
e éxons. Isso é mostrado na parte central da Figura 14-1. Devido ao compri- 
mento e ao número de íntrons, o transcrito primário (ou pré-mRNA) pode 
ser, de fato, bastante longo. No caso extremo do gene da distrofina humana, 
a RNA-polimerase precisa percorrer 2.400 kb de DNA para copiar o gene in- 
teiro em RNA. (Considerando que a transcrição avança a uma velocidade de 
40 nucleotídeos por segundo, são necessárias 17 horas para sintetizar um úni- 
co transcrito desse gene.) Isso levanta a possibilidade de que a abundância e o 
comprimento dos éxons podem ter efeito significativo sobre a taxa de expres- 
são dos genes, assunto que será retomado quando for considerada a regulação 
gênica durante o desenvolvimento, no Capítulo 21. 

Como se afirmou, os transcritos primários dos genes que contêm íntrons 
devem ser processados para a remoção dos introns antes de sua tradução em 
proteínas. O processo de remoção dos introns, chamado processamento do 
RNA, ou simplesmente splicing, converte o pré-mRNA em mRNA maduro e 
precisa ocorrer com grande precisão, evitando a perda ou adição, ainda que 
de apenas um nucleotídeo, nos sítios de junção de éxons. Como será visto 
nos Capítulos 15 e 16, os códons de trincas de nucleotídeos do mRNA são tra- 
duzidos em uma sequência (ou fase) de leitura constante, determinada pelo 
primeiro códon da sequência codificadora da proteína. A falta de precisão 
no processamento - se, por exemplo, uma base for perdida ou adicionada na 
fronteira entre dois éxons — deixaria as fases de leitura dos éxons fora de or- 


número médio de introns por gene 
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dem: os códons a jusante seriam selecionados incorretamente e aminoácidos 
errados seriam incorporados nas proteínas. 

Alguns pré-mRNAs podem ser processados de mais de uma maneira. Assim, 
mRNAs contendo diferentes grupos de éxons podem ser gerados a partir de um 
mesmo pré-mRNA. Esse processo é denominado processamento alternativo 
e, por meio dessa estratégia, um gene pode dar origem a mais de um produto po- 
lipeptídico. Esses produtos alternativos são chamados de isoformas. Estima-se 
que 909% ou mais dos genes do genoma humano possam sofrer processamentos 
alternativos, gerando mais de uma isoforma. 

O número de formas variantes que um determinado gene pode codificar 
por esse processo varia de duas a centenas ou até milhares. Por exemplo, o gene 
Slo de ratos, que codifica um canal de potássio expresso nos neurônios, tem po- 
tencial para codificar 500 formas alternativas desse produto. Como será visto, 
existe um gene específico de Drosophila que pode codificar 38 mil diferentes 
produtos em função do processamento alternativo. O processamento alternati- 
vo é geralmente um processo regulado, com a produção de diferentes isoformas 
ocorrendo em resposta a diferentes sinais ou em diferentes tipos celulares, 

Neste capítulo, são discutidos não apenas os mecanismos e a regulação 
do processamento do RNA, mas também hipóteses sobre o porquê dos genes 
eucarióticos terem regiões codificadoras interrompidas. Também é descrita 
a edição do RNA, outro modo pelo qual os transcritos primários podem ser 
alterados para modificar o produto codificado. 

O processamento foi descoberto em estudos de expressão gênica de ade- 
novírus de mamíferos, como descrito no Quadro 14-1, Os adenovírus e a des- 
coberta do processamento. 


QUÍMICA DO PROCESSAMENTO DE RNA 


Sequências no RNA determinam onde 
ocorre o processamento 


Agora, serão considerados os mecanismos moleculares da reação de processa- 
mento. Como os íntrons e os éxons são distinguidos entre si? Como os íntrons 
são removidos? Como os éxons são emendados com alta precisão? As frontei- 
ras entre introns e éxons estão marcadas por sequências nucleotídicas especí- 
ficas presentes nos pré-mRNAS. Essas sequências determinam onde o processa- 
mento ocorrerá. Assim, como demonstra a Figura 14-3, a fronteira éxon-íntron 
= isto é, a fronteira na extremidade 5' de um íntron — é marcada por uma 
sequência chamada sítio de processamento 5’ (ou sítio 5’ de splicing). A 
fronteira íntron-éxon na extremidade 3' do íntron é marcada como sítio de 
processamento 3' (ou sítio 3' de splicing). (Os sítios de processamento 5' e 3' 
eram algumas vezes referidos, respectivamente, como sítios doador e recep- 
tor, mas atualmente essa nomenclatura é pouco utilizada.) 

A Figura 14-3 mostra uma terceira sequência necessária para o processa- 
mento. Ela é chamada de sítio do ponto de ramificação (ou sequência do 


éxonem5 intron éxonem 3 


| 
sitio de processamento 5º sítio de siio de 
ramificação processamento 3 


FIGURA 14-3 Sequência das fronteiras entre intron e éxon. A figura apresenta as 
sequências consenso dos sítios de processamento 5” e 3º e também o resíduo de A conser- 
vado no sítio de ramificação. Como em outros casos de sequências consenso, quando duas 
bases alternativas são igualmente favorecidas, ambas são indicadas na posição. Nesta figura, 
as sequências consenso apresentadas são para seres humanos. O mesmo é válido para todas as 
outras figuras deste capítulo, a menos que conste o contrário. 
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FIGURA 14-4 Reação de proces- 
samento. As duas etapas da reação de 
processamento descritas no texto são 
mostradas. Na primeira etapa, o RNA for- 
ma uma estrutura em alça, apresentada 
em detalhe na figura seguinte. 


ponto de ramificação) e localiza-se inteiramente dentro do intron, geralmen- 
te próxima à sua extremidade 3', sendo seguida por uma série de pirimidinas 
(o trato de polipirimidinas ou trato Py). 

A sequência consenso para cada um desses elementos é mostrada na Figu- 
ra 14-3. As sequências mais bem conservadas são as GU no sítio de processa- 
mento 5’, as AG no sítio de processamento 3' e o resíduo A no sítio de rami- 
ficação. Todos esses nucleotídeos altamente conservados são encontrados no 
próprio intron - o que não surpreende, uma vez que as sequências da maioria 
dos éxons, ao contrário dos introns, são limitadas pela necessidade de codifi- 
car os aminoácidos específicos de um produto proteico. 


À medida que éxons adjacentes são unidos, 
o íntron é removido na forma de laço 


Inicia-se considerando a química do processamento. Um íntron é removido 
por meio de duas reações sucessivas de transesterificação, nas quais as 
ligações fosfodiéster do pré-mRNA são clivadas, e novas ligações são formadas 
(Fig. 14-4). A primeira reação é desencadeada pela 2'-OH do A conservado 
no sítio de ramificação. Este grupo atua como nucleófilo para atacar o grupo 
fosforil da G conservada no sítio de processamento 5”. (Esta é uma reação S,2, 
que ocorre por meio de um intermediário de fósforo pentavalente.) 

Como consequência desta primeira reação, a ligação fosfodiéster entre o 
açúcar e o fosfato na junção 5' entre o íntron e o éxon é clivada. A extremi- 
dade 5º liberada do intron é unida ao A do sítio de ramificação. Assim, além 
das ligações 5” e 3º do esqueleto, uma terceira ligação fosfodiéster estende-se 
da 2'-OH do A, originando uma junção tríplice (por isso, denominada sítio de 
ramificação). À estrutura da junção tríplice é ilustrada na Figura 14-5. 

Observa-se que o grupo que sai na primeira reação de transesterificação 
éo éxon de 5’. Na segunda reação, o éxon em 5' (mais precisamente, a extre- 
midade 3'-OH recém-liberada do éxon de 5') reverte seu papel e torna-se um 
nucleófilo que ataca o grupo fosfato no sítio de processamento 3' (Fig. 14-4). 
Esta segunda reação tem duas consequências. A primeira, e mais importante, 
é que ela une os éxons de 5' e 3'; portanto, esta é a etapa em que as duas se- 
quências codificadoras são efetivamente “unidas”, A segunda é que esta mes- 
ma reação libera o intron, como grupo de saída. Como a extremidade 5' do 
íntron foi ligada ao A do sítio de ramificação na primeira reação de transeste- 
rificação, o íntron recém-liberado tem o formato de um laço. 

Nessas duas etapas de reação, não há ganho líquido no número de li- 
gações químicas — duas ligações fosfodiéster são rompidas e duas novas são 
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FIGURA 14-5 Estrutura da junção 
tríplice formada durante a reação de 
processamento. 


Os adenovirus e a descoberta do processamento 


Estudos em bactérias e seus fagos levaram à descoberta de 
que, com relação à sequência de nucleotídeos, o mRNA é uma 
réplica exata do gene do qual foi transcrito (ver Cap. 16), Por 
isso, em 1977, a descoberta de que alguns (e como se sabe 
hoje, a maioria) mRNAs de eucariotos podem ser clivados e 
religados, em um trabalho de "corte e colagem”, a partir de 
transcritos primários muito mais longos, causou espanto ge- 
ral, Como essa surpreendente descoberta foi feita? 

Na tentativa de entender a transcrição gênica em euca- 
riotos, os cientistas detiveram-se em um vírus de DNA huma- 
no chamado adenovírus. Acreditava-se que o adenovírus pu- 
desse servir como modelo para entender a biologia molecular 
dos genes eucarióticos, assim como os fagos T4 e À haviam 
servido para os genes procarióticos (ver Apêndice 1). O vi- 
rion do adenovírus é formado por várias proteinas diferentes, 
codificadas por ele, e os mRNAs para essas proteínas foram 
purificados, na expectativa de que suas extremidades 5° in- 
dicassem precisamente os sítios de início da transcrição de 
cada gene do genoma viral. Em vez disso, todos os mRNAS, 
embora codificassem proteinas diferentes, apresentavam a 
mesma sequência 5”. Hoje se sabe que todos os mRNAs de 
proteinas do virion do adenovírus derivam de um promotor 
único, conhecido como promotor tardio principal. O início a 
partir desse promotor produz longos transcritos que incluem 
as sequências codificadoras de várias proteinas (Fig. 1 deste 
quadro). Então, este transcrito sofre processamento alterna- 
tivo para gerar mRNAs separados para componentes de vi- 
rions individuais, como as proteinas héxon e fibrila. Todos os 
MRNAs possuem a mesma sequência 5”, que resulta da união 
de três sequências curtas que não codificam proteinas, co- 
nhecida como sequência-líder tripartida. A líder sofre proces- 


samento alternativo às sequências codificadoras do héxon, 
das fibrilas e de outras proteinas do virion, gerando cada um 
dos futuros mRNAs virais, 

A demonstração de que esses mensageiros são proces- 
sados pela união de RNAs que se originam em diferentes re- 
giões do genoma surgiu por meio de vários experimentos — 
“um deles é conhecido como mapeamento pela alça R (Fig. 2 
deste quadro). Em condições apropriadas, um RNA é incuba- 
do com um DNA de dupla-fita contendo um segmento com 
sequência idêntica ao RNA; este RNA se anelará à fita de DNA 
complementar, deslocando a fita de DNA não complementar, 
deixando-a em forma de alça (fig. 2a deste quadro). Após a 
técnica de coloração utilizada para visualizar ácidos nuclei- 
cos, a alça R pode ser observada ao microscópio eletrônico, 
“uma vez que os dúplices de RNA-DNA e DNA-DNA aparecem 
mais espessas do que os ácidos nucleicos de fita simples. 
Quando esse experimento foi realizado em mensageiros de 
adenovirus, observou-se que as alças R não eram totalmente 
contíguas a uma única região do DNA, Em vez disso, e de- 
pendendo do fragmento de DNA viral utilizado, uma ou am- 
bas as extremidades do RNA projetavam-se das alças de RNA 
como caudas de fita simples (Fig. 2b deste quadro). Em ou- 
tros casos, uma das caudas anela a um fragmento de DNA de 
uma região diferente do genoma viral (Fig. 2c deste quadro). 
Claramente, esses mRNAs eram moléculas compostas, oriun- 
das de sequências complementares a regiões do genoma que 
não eram contíguas e que haviam sido ligadas. Esses e ou- 
tros tipos de experimentos de anelamento DNA-RNA foram 
usados para deduzir o padrão de processamento alternativo 
mostrado na Figura 1 deste quadro. 

(continua) 
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Quadro 14-1 (Continuação) 
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QUADRO 14-1 FIGURA 1 Mapa do genoma do adenovirus-2 humano. O mapa apresenta os padrões de transcri- 
ção dos mRNAs tardios, incluindo o transcrito primário (representado pela seta longa em verde-escuro na parte superior); as 
sequências-lideres tripartidas encontradas nas posições 16,6, 19,6 e 26,6 (representadas como barras verdes); e as posições 
no mapa das sequências de DNA que codificam os vários mRNAs tardios (representados pelas setas curtas em verde-escuro). 
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QUADRO 14-1 FIGURA 2 Mapeamento de alça R dos mRNAs tardios do adenovirus-2. (a) A representação esque- 
mática mostra a formação de uma estrutura de alça R. Um fragmento de DNA de dupla-fita gerado por digestão com uma 
endonuclease de restrição é incubado com mRNA e aquecido um pouco acima da temperatura de desnaturação do DNA, em 
80% de formamida. O hibrido formado entre o mensageiro e sua sequência complementar de DNA causa o deslocamento da 
segunda fita de DNA. Observa-se que a cauda poli(A) do mRNA (não codificada pelo DNA) (ver Cap. 12) projeta-se a partir do 
fim do dúplex híbrido. (b) Micrografia eletrônica e diagrama esquemático de uma alça R observada após a incubação do mRNA 
de héxon com uma sequência de DNA complementar da região tardia do genoma do adenovírus-2. Observam-se as extensões 
das extremidades 5° e 3º no mensageiro. (Linhas cinzas) DNA; (linhas verdes) RNA. (Reproduzida, com permissão, de Berget 
S.M. et al. 1977, Proc. Natl. Acad. Sci. 74: 3171-3175. © National Academy of Sciences.) (c) Micrografia eletrônica e diagrama 
esquemático de uma alça R observada após a incubação do mRNA de fiber (fibrila) com dois DNAs, o genoma completo do 
adenovírus e um fragmento de endonuciease de restrição derivado de uma região inicial do genoma. (Reproduzida, com per- 
missão, de Chow LT. et al. 1977. Cell 12: 1-8, p. 2. O Elsevier) 
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feitas. Como se trata apenas de um rearranjo das ligações, não há necessidade 
do fornecimento de energia para o processo, Como será visto a seguir, porém, 
uma grande quantidade de ATP é consumida durante a reação de processa- 
mento. Essa energia não é necessária para a reação química, mas sim para 
formar e operar adequadamente a maquinaria do processamento. 

Outro ponto relacionado à reação de processamento é a direção: o que 
assegura que o processamento ocorra apenas para a frente — isto é, na direção 
dos produtos ilustrados na Figura 14-4? Em princípio, as reações poderiam 
ocorrer na outra direção e, de fato, isso pode ocorrer de maneira forçada, sob 
circunstâncias especiais. Mas na prática, isso não ocorre na célula, e será des- 
crito aqui como isso é garantido. 


MAQUINARIA DO SPLICEOSSOMO 


O processamento do RNA é executado por um 
grande complexo chamado spliceossomo 


As reações de transesterificação recém-descritas são promovidas por uma 
grande “máquina” molecular, chamada spliceossomo. Este complexo com- 
preende cerca de 150 proteínas e cinco RNAs e seu tamanho equivale ao de 
um ribossomo, a “máquina” que traduz o mRNA em proteína (Cap. 15). Para 
realizar o processamento, mesmo que apenas uma reação, o spliceossomo hi- 
drolisa várias moléculas de ATP. Surpreendentemente, acredita-se que muitas 
funções do spliceossomo são realizadas pelos RNAs que o compõe e não pelas 
proteínas - novamente, outra semelhança com o ribossomo. São esses RNAs 
que localizam os elementos nas fronteiras entre íntrons e éxons e, provavel- 
mente, participam da catálise da reação de processamento. 

Os cinco RNAs (U1, U2, U4, US e U6) são chamados, conjuntamente, de 
pequenos RNAs nucleares (snRNAs, small nuclear RNAs). Cada um de- 
les tem entre 100 e 300 nucleotídeos na maioria dos eucariotos e está com- 
plexado a várias proteínas. Estes complexos RNA-proteina são chamados de 
pequenas proteínas ribonucleares (saRNPs, small nuclear ribonuclear 
proteins). No Capítulo 6, viu-se a estrutura cristalográfica de uma seção do 
snRNA U1 ligada a uma das proteínas da snRNP U1 (Fig. 6-18). 

O spliceossomo é o grande complexo formado por estas saRNPs, mas sua 
constituição exata difere em estágios distintos da reação de processamento: 
diferentes snRNPs vêm e vão em períodos diferentes, cada uma delas reali- 
zando funções específicas na reação. No spliceossomo, também existem vá- 
rias proteínas que não fazem parte das snRNPs, e outras ligadas fracamente 
ao complexo. 

As snRNPs desempenham três funções no processamento: elas reconhe- 
cem o sítio de processamento 5' e o sítio de ramificação; aproximam esses 
sítios, quando necessário; e catalisam (ou auxiliam a catálise) a clivagem do 
RNA e as reações de religação. As interações RNA-RNA, RNA-proteina e pro- 
teína-proteína são importantes para a realização dessas funções. Iniciaremos 
considerando algumas das interações RNA-RNA. Essas interações estão pre- 
sentes em cada snRNP, entre snRNPs diferentes e entre snRNPs e o pré-mRNA. 

A Figura 14-6a, por exemplo, mostra a interação, por meio de pareamento 
de bases complementares, entre o snRNA U1 e o sítio de processamento 5' do 
pré-mRNA. Na continuação da reação, esse sítio de processamento é reconheci- 
do pelo snRNA U6. Outro exemplo, apresentado na Figura 14-6b, mostra o sít 
de ramificação sendo reconhecido pelo snRNA U2. Um terceiro exemplo, na 
Figura 14-6c, mostra uma interação entre os snRNAs U2 e U6. Esta aproxima o 
sítio de processamento 5º e o sítio de ramificação. São essas interações e outras 
semelhantes, bem como os rearranjos que delas resultam, que promovem a rea- 
ção de processamento e contribuem para sua precisão, com será visto adiante. 

Como mencionado anteriormente, algumas não snRNPs estão envolvi- 
das no processamento. Um exemplo disso, a UZAF (fator auxiliar U2), reco- 
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FIGURA 14-6 Alguns hibridos 
RNA-RNA formados durante a rea- 
ção de processamento. Em alguns 
casos, (a) diferentes snANPs reconhecem 
as mesmas sequências (ou sequências so- 
brepostas) no pré-mANA, em diferentes 
fases da reação de processamento, como 
mostrado aqui para o reconhecimento 
do sítio de processamento 5' pela U1 e 
U6. (b) snRNP U2 faz o reconhecimento 
do sitio de ramificação, (c) O pareamento 
RNA:RNA das snRNPs U2 e U6 é mostra- 
do. (d) Por fim, a mesma sequência em 
um pré-mANA é reconhecida por uma 
proteína (que não faz parte de snRNP) em 
Uma etapa e é substituída por uma snRNP 
em outra. Cada uma dessas alterações é 
acompanhada pela chegada ou peia saída 
dos componentes do spliceossomo e o 
rearranjo estrutural necessário para a con- 
tinuação da reação de processamento. As 
sequências nesta figura são de levedura. 
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nhece o trato de polipirimidina (Py)/sítio de processamento 3' e, na etapa 
inicial da reação de processamento, ajuda outra proteína, a BBP (proteína de 
ligação ao ponto de ramificação), a ligar-se ao sítio de ramificação. A BBP 
(também chamada de SF1 em sistemas mamíferos) é, então, deslocada pela 
snRNP U2, como mostrado na Figura 14-6d. Outras proteínas envolvidas na 
reação de processamento incluem fatores de anelamento ao RNA, que ajudam 
a carregar as snRNPs no mRNA, e as proteínas helicases de DEAD-box. Essas 
proteínas usam sua atividade de ATPase para dissociar certas interações RNA- 
-RNA, permitindo a formação de pares alternativos e, assim, promovendo os 
rearranjos que ocorrem durante a reação de processamento. Elas também são 
necessárias para remover o mRNA processado do spliceossomo e desencadear 
a sua desmontagem. 


d 

E) éxon2 
s 
s 


VIAS DE PROCESSAMENTO 


Formação, rearranjo e catálise no 
spliceossomo: a via de processamento 


As etapas do processamento são mostradas na Figura 14-7. O que está repre- 
sentado é uma via canônica e, em um caso qualquer, determinadas etapas 
podem ser levemente diferentes em sua ordem ou podem até mesmo ter 
ordem inversa, situações essas que serão retomadas mais tarde. Mas a via, 
como primeiramente apresentada, revela a série extraordinária de eventos 
realizados pelo dinâmico spliceossomo para dirigir a reação de processa- 
mento na célula. 

Inicialmente, o sítio de processamento 5' é reconhecido pela snRNP U1 
(pelo pareamento de bases entre seu snRNA e o pré-mRNA, como mostrado 
na Fig. 14-6). O UZAF é formado por duas subnidades, a maior delas (65) 
liga-se ao trato Py e a menor (35), ao sítio de processamento 3'. A primeira 
subunidade interage com a BBP (SF1), auxiliando em sua ligação ao sítio de 
ramificação. Este arranjo de proteínas e RNA é chamado de complexo inicial 
(Œ, early). 


snRNPs 


“? 
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FIGURA 14-7 Etapas da reação 
de processamento mediada pelo 
spliceossomo. A formação e a atuação 
do spliceossomo estão ilustradas, e os 
detalhes de cada etapa estão descritos 
no texto, Determinados componentes da 
maquinaria de processamento entram ou 
saem do complexo a cada etapa, e essas 
alterações estão associadas aos rearranjos 
estruturais necessários para a sequên- 
cia do processamento. Observa-se que 
o nome de cada complexo é mostrado à 
direita, As evidências sugerem que alguns 
dos componentes mostrados não che- 
gam ou saem exatamente nos momentos 
indicados nesta figura; eles podem, por 
exemplo, continuar presentes, mas enfra- 
quecer sua associação com o complexo, 
em vez de se dissociarem completamen- 
te. Também não é possivel ter certeza da 
ordem de algumas alterações mostradas, 
sobretudo as duas etapas que envolvem 
alterações no pareamento de U6: quando 
ela substitui U1 no sítio de processamen- 
to 5', comparado a quando ela substitui 
U4 na ligação a U2. Apesar dessas incer- 
tezas, o envolvimento fundamental dos 
diversos componentes da maquinaria, nas 
diferentes etapas da reação de processa- 
mento, e a natureza dinâmica geral do 
spliceossomo seguem o esquema ilustra- 
do na figura. 
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Então, a snRNP U2 liga-se ao sítio de ramificação, com o auxílio do UZAF 
e desloca a BBP (SF1). Este arranjo é chamado complexo A. O pareamento de 
bases entre a snRNA U2 e o sítio de ramificação é tal que o resíduo A do sítio 
de ramificação é expulso do trecho resultante de RNA de dupla-hélice como 
uma protuberância de nucleotídeo único, como mostrado na Figura 14-6b. 
O resíduo A não pareado está, portanto, disponível para reagir com o sítio de 
processamento de 5”. 

A próxima etapa é o rearranjo do complexo A para aproximar os três 
sítios de processamento. Isso é realizado da seguinte maneira: as snRNPs U4 
e U6, juntamente com a snRNP US, unem-se ao complexo. Juntas, estas três 
snRNPs são chamadas de partícula tri-snRNP, na qual as snRNPs U4 e U6 
são mantidas em união por pareamentos complementares das bases dos RNAs 
que as compõem, e a snRNP US está associada mais fracamente, por meio de 
interações proteína-proteína. Com o ingresso da tri-snRNP, o complexo A é 
convertido em complexo B. 

Na etapa seguinte, U1 deixa o complexo e U6 o substitui no sítio de pro- 
cessamento 5’. Isso exige a ruptura do pareamento de bases entre o snRNA 
U1 eo pré-mRNA, permitindo que o RNA U6 se hibridize a esta mesma região 
(na verdade, a uma sequência sobreposta, como visto na Fig. 14-63). 

Essas etapas completam a fase de formação. O rearranjo seguinte desenca- 
deia a catálise e ocorre como segue: U4 é liberado do complexo, permitindo a 
interação de U6 e U2 (por meio do pareamento de bases RNA:RNA, apresen- 
tado na Fig. 14-60). Esse arranjo, chamado complexo C, produz o sítio ativo. 
Isto é, o rearranjo reúne no spliceossomo estes componentes - que parecem 
ser regiões exclusivas dos RNAs U2 e U6 - que, juntos, formam o sítio ativo. 
O mesmo rearranjo também assegura que o RNA substrato esteja adequada- 
mente posicionado para ser utilizado. É surpreendente que não apenas o sítio 
ativo seja formado basicamente por RNA, mas também, que ele seja formado 
apenas nesta fase da formação do spliceossomo. Provavelmente, essa estra- 
tégia diminui a probabilidade de processamentos aberrantes, Vincular a for- 
mação do sítio ativo à finalização correta das etapas anteriores de formação 
do spliceossomo torna bastante provável que o sítio ativo esteja disponível 
apenas em processamentos legítimos. 

A formação do sítio ativo aproxima o sítio de ramificação do sítio de pro- 
cessamento 5' do pré-mRNA, facilitando a primeira reação de transesterifica- 
ção. A segunda reação, entre os sítios de processamento 5' e 3, é facilitada 
pela snRNP US, que ajuda a aproximar os dois éxons. A etapa final envolve 
a liberação do produto mRNA e das snRNPs. Inicialmente, as snRNPs conti- 
nuam ligadas ao laço, sendo recicladas após a rápida degradação deste frag- 
mento de RNA. 


A formação do spliceossomo é dinâmica e variável, 
e sua desmontagem garante que a reação de 
processamento não seja reversível na célula 


É importante enfatizar que a via recém-descrita — a ordem das etapas neces- 
sárias para a formação do spliceossomo — é a versão canônica. De fato, o pro- 
cesso pode ser menos rigidamente regulamentado do que essa descrição su- 
gere. A imagem apresentada mostra a maquinaria sendo montada em torno 
do intron a ser removido. Na verdade, é possível que mais frequentemente a 
maquinaria seja inicialmente montada em torno de um éxon, processo geral- 
mente chamado de definição de éxon (serão descritos mais detalhes sobre 
isso quando forem consideradas as ações dos amplificadores de processamen- 
to). Além disso, a ordem precisa dos eventos provavelmente varia em alguma 
extensão — por exemplo, o pareamento do sítio de processamento pode ocorrer 
antes ou após o recrutamento de tri-snRNP: os detalhes dependerão das se- 
quências de RNA e de fatores de limitação de taxas em um caso qualquer. Além 
disso, muitas etapas durante a formação do spliceossomo podem ser revertidas. 
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Anteriormente, mencionou-se que as duas reações principais do processa- 
mento poderiam, em princípio, ocorrer bidirecionalmente, mas que na célula 
isso não é observado. Esta direcionalidade é garantida pela rápida desmonta- 
gem do spliceossomo, imediatemente após a realização da segunda reação. 
A desmontagem é dirigida por uma das helicases DEAD-box que foi men- 
cionada, esta chamada de Prp22. Esta proteína é necessária para a segunda 
etapa catalítica do processamento e também para remover o mRNA proces- 
sado do spliceossomo. Mutações que eliminam esta última função também 
bloqueiam a desmontagem do spliceossomo e, em tal situação, as reações de 
processamento podem ser observadas ocorrendo em ambas as direções em 
spliceossomos purificados. 

Pode parecer estranho que a maquinaria e o mecanismo de processamen- 
to sejam tão complexos. Por que teriam evoluído desse modo? Não teria sido 
mais simples ligar os éxons em uma única reação, em vez das duas reações, 
como recém-descrito? Para analisar essa questão, será discutido a seguir um 
grupo de íntrons que — ao contrário dos considerados até agora - são capazes 
de autoexcisão do pré-mRNA, sem a necessidade de spliceossomo. Eles são 
chamados de íntrons de autoprocessamento. 


Íntrons de autoprocessamento revelam que o 
RNA pode catalisar o processamento de RNA 


As três classes de processamento encontradas nas células (excluindo o pro- 
cessamento de tRNAs, que será discutido no Cap. 15) são apresentadas na 
Tabela 14-1. Até o momento, nós só discutimos o processamento de pré-mR- 
NAs nucleares, mediado pelo spliceossomo encontrado em todos os eucario- 
tos. A Tabela 14-1 também apresenta os chamados íntrons de autoprocessa- 
mento do grupo I e do grupo II. Por “autoprocessamento”, entende-se que 
o próprio íntron, no RNA precursor, dobra-se em uma conformação específica 
e catalisa a reação química de sua própria liberação (deve-se lembrar das ca- 
racterísticas gerais das enzimas de RNA que foram discutidas no Cap. 5). Em 
uma definição prática, a “autoexcisão” significa que esses introns podem rea- 
lizar autorremoção dos seus RNAs, in vitro, na ausência de quaisquer proteínas 
ou moléculas de RNA. Os íntrons de autoprocessamento são agrupados em 
duas classes, de acordo com a sua estrutura e mecanismo de processamento. 
A rigor, os introns de autoexcisão não são enzimas (“catalisadores”), porque 
promovem apenas um ciclo de processamento de RNA (como será visto no 
Quadro 14-2, Conversão dos íntrons do grupo I em ribozimas). 

No caso dos íntrons do grupo II, a química de processamento e os inter- 
mediários de RNA produzidos são iguais aos dos pré-mRNAs nucleares. Isto é, 
como ilustrado na Figura 14-8, o intron usa um resíduo A do sítio de ramifica 
ção para atacar a ligação fosfodiéster na fronteira entre a sua extremidade 5' 
e a extremidade do éxon que está a 5'- isto é, no sítio de processamento 5', 
Essa reação produz o laço ramificado, como se viu anteriormente, e é seguida 
por uma nova reação, em que a extremidade 3'-OH recém-liberada do éxon 
ataca o sítio de processamento 3', liberando o íntron na forma de um laço e 
ligando os éxons a 3'ea 5”. 


TABELA 14-1 Três classes de processamento de RNA 


477 


Maquinaria catalitica 


Classe Abundância Mecanismo 

Pré-mRNA nuclear Muito comum; utilizado na maioria Duas reações de transesterificação; Spliceossomos principal e 
dos genes eucarióticos sítio de ramificação A 

Íntrons do grupo ll Raros; em alguns genes de organelas Igual ao do pré-mRNA 
eucarióticas e em procariotos 

Íntrons do grupo | Raros; no rRNA nuclear dealguns Duas reações de transesterificação; Igual ao grupo Il 
eucariotos, em genes de sítio de ramificação G 
organelas e em alguns genes. 


procarióticos, 


Enzima de RNA codificada pelo 
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a spliceossomo de pré-mRNA. 
vs, 


FIGURA 14-8  Íntrons do grupo | e do grupo Il. A figura compara as reações de autoexcisão 
de introns dos grupos | e! e da reação mediada pelo soliceossomo, já descrita. No caso dos introns 
do grupo Il, a reação química é essencialmente idêntica à dos spliceossomos, com uma adenina 
altamente reativa do Intron iniciando o processamento e levando à formação de um produto em 
laço. No caso do intron do grupo I, o RNA dobra-se para formar um bolso de ligação à guanina, 
permitindo que a molécula se ligue a um nucleotídeo de guanina livre para iniciar o processamen- 

to, Embora, in vitro, esses introns possam realizar autorremoção do RNA sem interferência de 
proteinas, in vivo, em geral, há a necessidade de diversos componentes proteicos para estimular a 
reação. (Adaptada, com permissão, de Cech TR. 1986. Cell 44: 207-210, Fig. 1. O Elsevier) 


Íntrons do grupo | liberam um intron 
linear em vez de um laço 


Os introns do grupo I são processados por uma via diferente (Fig. 14-8c). Em 
vez de usar um resíduo A do sítio de ramificação, eles usam um nucleotídeo 
ou nucleosídeo G livre. Esse resíduo G liga-se ao RNA, e seu grupo 3'-OH é 
apresentado ao sítio de processamento 5”. O mesmo tipo de reação de tran- 
sesterificação, que nos casos anteriores resultava na formação do laço, aqui 
liga G à extremidade 5’ do íntron. Então, a segunda reação prossegue como 
nos exemplos anteriores: a extremidade 3' liberada do éxon ataca o sítio de 
processamento 3. Isso liga os dois éxons e libera o íntron que, neste caso, é 
linear e não uma estrutura em laço. 

Os introns do grupo I, que são menores que os do grupo II, possuem 
uma estrutura secundária conservada comum (os dobramentos do RNA fo- 
ram discutidos no Cap. 5). À estrutura dos introns do grupo I inclui um bolso 
(ou fenda) de ligação que acomodará qualquer nucleotídeo ou nucleosídeo de 
guanina, desde que ele esteja na forma de ribose. Além desse bolso, os íntrons 
do grupo I contêm uma “sequência interna guia”, cujas bases pareiam com as 
bases da sequência do sítio de processamento 5', determinando o local exato 
para o ataque nucieofílico pelo nucleotídeo G (ver Quadro 14-2). 

Um intron de autoprocessamento típico tem entre 400 e 1.000 nucleoti- 
deos de comprimento e, ao contrário dos introns removidos por spliceosso- 
mos, grande parte da sequência de um íntron de autoprocessamento é essen- 
cial para a reação de processamento. Esta restrição na sequência existe pois 
o íntron deve sofrer um dobramento exato para que possa realizar a reação 
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Quadro 14-2 Conversão dos introns do grupo | em ribozimas 


Uma vez que um intron de autoprocessamento do grupo | mA 


tenha sido removido, o sítio ativo que ele contém permanece SEE 


intacto. Então, o que impede a autorreversão da reação de 
processamento? Um fator é a alta concentração celular de 
nucleotídeos G, o que favorece muito um dos sentidos da 
reação. Além disso, o intron sofre uma reação subsequente 
que o impede de participar efetivamente da reação reversa. 
Convenientemente, no final da extremidade 3º do intron há 
um G, que pode ligar-se ao bolso de ligação a G. Enquan- 
to isso, a extremidade 5º do intron pode ligar-se ao longo 
da sequência-guia interna. Assim, uma terceira reação de 
transesterificação pode ocorrer para circularizar o intron. 
A nova ligação formada com o G terminal é fraca e hidrolisa- 
-se espontaneamente. Em consequência, o intron é relineari- 
zado, mas é truncado e, assim, impedido de realizar a reação 
de processamento reversa. 

Conforme explicado anteriormente, os introns do 
grupo | (e do II) não são enzimas porque possuem um núme- 
ro de tumover de apenas 1. Mas eles podem ser prontamen- 
te convertidos em enzimas (ribozimas) da seguinte maneira 
(Fig. 1 deste quadro): o intron relinearizado descrito retém 
seu sítio ativo. Se fornecermos um G livre e um substrato 
que contenha uma sequência complementar à sua sequên- 
cia interna guia, ele catalisará, repetidamente, a clivagem de 
moléculas de substrato. Assim, pode-se converter um intron 
de grupo | em uma ribozima, de modo semelhante ao da 
enzima de autoclivagem Hammerhead (cabeça-de-martelo), 
que pode ser convertida em ribozima ao separar-se o sítio ati- 
vo do substrato (Cap. 5). Pode-se ir um passo adiante neste 
processo alterando-se a sequência interna guia e, assim, pro- 
duzindo ribonucleases sob medida que clivam uma molécula 
de RNA à escolha. 


QUADRO 14-2 FIGURA 1 Os introns do grupo | po- 
dem ser convertidos em ribozimas verdadeiras. 


química necessária. Além disso, in vivo, o íntron é complexado a várias proteí- 
nas que ajudam a estabilizar a estrutura correta — em parte, pelo isolamento 
das regiões do esqueleto umas em relação às outras. Assim, esse dobramento 
requer que certas seções do esqueleto do RNA estejam próximas entre si e, se 
não forem protegidas, as cargas negativas dos fosfatos dessas regiões seriam 
repelidas entre si. In vitro, altas concentrações salinas (e, portanto, íons positi- 
vos) compensam a ausência dessas proteínas. É por isso que se sabe que as pro- 
teínas não são necessárias para a reação de processamento propriamente dita. 

Acredita-se que a semelhança entre a reação química do autoprocessa- 
mento e a do processamento mediado pelo spliceossomo seja reflexo de uma 
relação evolutiva. Talvez íntrons ancestrais semelhantes aos íntrons de auto- 
excisão do grupo II tenham sido o ponto de partida para a evolução do atual 
processamento do pré-mRNA. As funções catalíticas fornecidas pelo RNA fo- 
ram mantidas, mas a necessidade de extensiva especificidade de sequência no 
íntron propriamente dito foi aliviada pela função em trans de snRNAs e suas 
proteínas associadas. Desta maneira, os íntrons precisaram apenas manter o 
mínimo de elementos de sequência necessários para desencadear o processa- 
mento nos locais corretos. Assim, permitiu-se a existência de muitas e varia- 
das sequências e tamanhos de íntrons. 


+ 


so 
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FIGURA 14-9 Dobramento das 
regiões catalíticas do RNA, proposto 
para processamentos de introns do 
grupo Il e de pré-mRNAs. A região tra- 
cejada no RNA do grupo I| substitui um 
domínio adicional com quatro dobras, 
não representado aqui. As semelhanças 
impressionantes propostas nestas estrutu- 
ras foram confirmadas por meio de estu- 
dos de cristalografia por raios X. 


grupo Il 


dominio 5 


dominio 6 


E ag: 
É AD 


É interessante que a estrutura da região catalítica que realiza a primeira 
reação de transesterificação seja muito parecida nos íntrons do grupo II e 
no complexo pré-mRNA/snRNP (Fig. 14-9). Essa observação, confirmada por 
meio de detalhados estudos de cristalografia por raios X, recentemente, fo- 
menta a grande especulação (discutida no Cap. 17) de que, nos primórdios da 
evolução dos organismos modernos, muitas funções catalíticas eram realiza- 
das por RNAs, funções essas que, em sua maioria, foram substituídas por pro- 
teínas desde então. No caso dos spliceossomos e ribossomos, entretanto, as 
funções não foram completamente substituídas por proteínas. Em vez disso, 
resquícios de mecanismos catalisados por RNA continuam a ser fundamentais 
na complexa maquinaria atual. 


Como o spliceossomo encontra os sítios 
de processamento com precisão? 


Um mecanismo de proteção contra processamentos impróprios já foi visto: 
o sítio ativo do spliceossomo é formado apenas sobre sequências de RNA 
que tenham sido eficientemente reconhecidas por vários elementos duran- 
te a formação do spliceossomo. Desse modo, o sítio de processamento 5', 
por exemplo, precisa primeiro ser reconhecido pela snRNP U1 e, depois, pela 
snRNP U6. É improvável que ambas reconheçam uma sequência incorreta e, 
por isso, a seleção é estringente. Ainda assim, o reconhecimento do sítio de 
processamento apropriado no pré-mRNA continua sendo importante. 
Considere-se o seguinte: um gene humano médio possui sete ou oito 
éxons e pode ser processado de três modos alternativos. Existe, porém, um 
gene humano com 363 éxons e um gene de Drosophila que pode ser proces- 
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sado de 38 mil modos alternativos, caso que será descrito de maneira deta- 
lhada na próxima seção. Se as snRNPs tivessem que encontrar e aproximar 
corretamente os sítios de processamento 5’ e 3' apropriados ao longo de uma 
molécula inteira de RNA, sem nenhuma ajuda, a ocorrência de muitos erros 
seria inevitável. Deve-se lembrar também de que o éxon médio possui apenas 
150 nucleotídeos de comprimento, enquanto o intron médio tem cerca de 
3.000 nucleotídeos (como visto, alguns íntrons podem ter até 800.000 nu- 
cleotídeos), Portanto, os éxons têm de ser identificados em meio a esse vasto 
oceano de introns. 

O reconhecimento do sítio de processamento é passível de dois tipos de 
erros (Fig. 14-10). O primeiro é quando os sítios de processamento podem ser 
“omitidos” e deixados para trás, e os componentes ligam-se, por exemplo, 
a um determinado sítio de processamento S' que se hibridiza a um sítio 3' 
adiante do sítio correto. 

Segundo, outros sítios, com sequência semelhante aos sítios de proces- 
samento verdadeiros, podem ser reconhecidos erroneamente. Isso é fácil de 
compreender quando se recorda que as sequências de consenso dos sítios de 
processamento são pouco definidas. Assim, por exemplo, componentes em 
um dado sítio de processamento S' podem parear com componentes incorre- 
tamente ligados neste “pseudossítio” de processamento 3' (ver Fig. 14-10b). 

Existem duas maneiras de aumentar a precisão da seleção dos sítios 
de processamento. A primeira, como se viu no Capítulo 13, é que a RNA- 
-polimerase II carrega várias proteínas que atuam no processamento deste 
RNA, durante a transcrição de um gene (ver Cap. 13, Fig. 13-19). Isso inclui 
as proteínas envolvidas na remoção dos íntrons. Quando um sítio de pro- 
cessamento 5' é encontrado em um RNA recém-sintetizado, certos compo- 
nentes são transferidos da “cauda” carboxiterminal da polimerase (a parte 
da enzima à qual se ligam) para o RNA. Neste local, os componentes do sítio 
de processamento 5' estão prontos para interagir com fatores que se liguem 
ao próximo sítio de processamento 3' a ser sintetizado. Portanto, o sítio de 
processamento 3' correto pode ser reconhecido antes que outros sítios com- 
petidores a jusante tenham sido transcritos. Esse processo de carregamento 
cotranscricional de componentes do processamento reduz bastante a proba- 
bilidade de omissão ou salto de éxons. 

(É importante ressaltar que, apesar de grande parte da maquinaria de 
processamento ser montada enquanto o gene está sendo transcrito, isso não 
significa, necessariamente, que os íntrons sejam removidos nessa ordem. 
Assim, contrastando com diversos outros processos — transcrição, replicação 
e outros -, parece não haver um mecanismo de “percurso” envolvido, o qual 
faça com que a maquinaria se forme em uma extremidade do gene ou mensa- 
gem e atue à medida que se desloca para a outra extremidade.) 

Um segundo mecanismo que evita o uso incorreto dos sítios assegura 
que os sítios de processamento próximos de éxons (e, portanto, provavel- 
mente verdadeiros) sejam reconhecidos preferencialmente. As chamadas 
proteínas SR (ricas em serina e arginina) ligam-se a sequências chamadas 
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FIGURA 14-10 Erros produzidos 
por falhas na seleção de sítios de 
processamento. (3) Consequência da 
omissão de um éxan. Isso ocorre quando 
os componentes do spliceassomo liga- 
dos ao sítio de processamento 5º de um 
éxon interagem com componentes de um 
spliceossomo ligado ao sítio de processa- 
mento 3 de um éxon posterior, mas não 
contiguo. (b) Efeito dos componentes de 
spliceossomo que reconhecem um "pseu- 
dossítio” de processamento — sequências 
que se assemelham a (mas não são) sítios 
verdadeiros de processamento. No caso 
apresentado, o pseudossítio está loca- 
lizado em um éxon e resulta na excisão 
incorreta das regiões próximas à extremi- 
dade 5" deste éxon, que são removidas 
juntamente com o intron. 
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FIGURA 14-11 As proteínas SR re- 
crutam componentes do spliceossomo 
para os sítios de processamento 5' e 3’. 
Os sítios de processamento autênticos são 
reconhecidos pe'a maquinaria de processa- 
mento por estarem próximos dos éxons. As- 
sim, as proteínas SR ligam-se a sequências 
ESEs (do inglês, exonic splicing enhancers 
lamplificadores de processamento exôni- 
co)) do éxon e dali recrutam UZAF e snR- 
NP U1, respectivamente, para os sítios de 
processamento 5” a jusante 3º a montan- 
te. Isso dá início à formação da maquinaria 
de processamento nos sítios corretos, e o 
processamento pode prosseguir como foi 
descrito no texto. (Adaptada, com permis- 
são, de Maniatis T. e Tasic B. 2002. Nature 
418: 236-243, © Macmillan.) 
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FIGURA 14-12 Transprocessa- 
mento. No transprocessamento, dois 
éxons localizados inicialmente em duas 
moléculas de DNA diferentes são proces- 
sados em um mesmo mRNA. A quimica 
desta reação é a mesma do processa- 
mento-padrão descrito anteriormente, e 
o produto final é indistinguíve!, No trans- 
processamento, a única diferença é que 
o produto normal — o laço da reação- 
-padrão — é substituído por uma estrutura 
ramificada em formato de Y. Isso ocorre 
porque a reação inicial une duas molécu- 
las de RNA, em vez de formar uma alça 
em uma única molécula. 
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Intron 


amplificadores de processamento exônico (ESEs, exonic splicing 
enhancers) dentro dos éxons. As proteínas SR ligadas a esses sítios interagem 
com componentes da maquinaria de processamento, recrutando-os para os 
sítios de processamento vizinhos. Assim, a maquinaria liga-se com mais efi- 
ciência a esses sítios de processamento do que a sítios incorretos, distantes de 
éxons. Especificamente, as proteínas SR recrutam as proteínas UZAF para o sí- 
tio de processamento 3' ea snRNP U1 para o sítio 5' (Fig. 14-11). Como se viu 
anteriormente, esses fatores demarcam os sítios de processamento, para que 
o restante da maquinaria se posicione corretamente (Fig. 14-7). Este recruta- 
mento ocorre por melo da interação direta entre as proteínas SR e as proteínas 
do spliceossomo ou por meio da interação com, e estabilização de, híbridos 
de RNA:RNA formados durante a formação e a atuação do spliceossomo. 

Ao recrutar fatores de processamento para cada lado de um dado éxon, 
este processo encoraja a chamada “definição de éxon”, que foi mencionada 
quando se discutiu a ordem dos eventos durante a formação do spliceossomo, 
Ou seja, os componentes do spliceossomo são recrutados inicialmente em 
torno de éxons, em vez de ao redor do íntron a ser removido. Subsequente- 
mente, os componentes próximos a um éxon irão parear com os próximos à 
um éxon adjacente para eliminar o íntron interveniente. 

As proteínas SR são essenciais para o processamento. Elas não apenas as- 

am a precisão e a eficiência do processamento constitutivo (como visto 
anteriormente), mas também regulam o processamento alternativo (como 
será visto agora). As proteinas SR apresentam uma grande diversidade; algu- 
mas são controladas por sinais fisiológicos, outras são constitutivamente ati- 
vas. Algumas são expressas preferencialmente em determinados tipos celula- 
res, controlando o processamento de acordo com padrões específicos do tipo 
celular. Na seção sobre processamento alternativo, serão discutidos alguns 
exemplos específicos das funções das proteínas SR. 


VARIANTES DO PROCESSAMENTO 


Antes de abordar o processamento alternativo, serão descritas brevemente 
duas variantes da maquinaria de processamento e de reações de processamen- 
to discutidas até o momento. No primeiro caso, são considerados exemplos 
nos quais os dois éxons que estão sendo unidos residem em moléculas de 
RNA diferentes e, no segundo, uma versão especializada da maquinaria de 
processamento utilizada para processar um subconjunto de íntrons. 


Éxons de diferentes moléculas de RNA podem 
ser ligados pelo transprocessamento 


Na descrição anterior do processamento, considerou-se que o sítio de processa- 
mento 5 de um éxon é ligado ao sítio de processamento 3' do éxon que o su- 
cede imediatamente. Porém, nem sempre é assim. No processamento alter- 
nativo, alguns éxons podem estar ausentes, ou um determinado éxon pode ser 
ligado a outro situado bem mais adiante (como será visto posteriormente). Em 
alguns casos, dois éxons diferentes localizados em diferentes moléculas de RNA 
podem ser ligados em um processo denominado transprocessamento. Em- 
bora seja um evento geralmente raro, o transprocessamento ocorre em quase to- 
dos os mRNAs de tripanossomos. No verme nematódeo (Caenorhabditis elegans), 
todos os mRNAs sofrem transprocessamento (para ligar uma sequência-líder 5'), 
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e muitos deles sofrem também cisprocessamento. A Figura 14-12 demonstra 
“como a reação básica de processamento supradescrita é adaptada para realizar o 
transprocessamento. O transprocessamento utiliza a mesma maquinaria splice- 
ossomal que o cisprocessamento, exceto por U1 que, pelo menos nos nematóde- 
os, não é necessária para o transprocessamento. Agora serão abordados casos de 
processamentos nos quais a maquinaria é bastante distinta. 


Um pequeno grupo de íntrons é processado 
por um spliceossomo alternativo composto 
por um conjunto diferente de snRNPs 


Os eucariotos superiores (incluindo mamíferos, plantas, etc.) empregam a ma- 
quinaria principal de processamento, discutida até aqui, para promover o pro- 
cessamento da maioria de seus pré-mRNAs. Mas nesses organismos (diferente- 
mente de leveduras), alguns pré-mRNAs são processados por uma forma mais 
rara de spliceossomos. Essa forma possui alguns componentes comuns aos spli- 
ceossomos principais, mas também apresentam alguns componentes exclusi- 
vos. Assim, nessa reação de processamento, os componentes U11 e U12 do spli- 
ceossomo alternativo possuem as mesmas funções que U1 e U2 têm na forma 
principal, mas reconhecem sequências diferentes. U4 e U6 apresentam formas 
equivalentes em ambas as formas de spliceossomos - embora sejam snRNPs di- 
ferentes, elas compartilham os mesmos nomes. Finalmente, o componente US 
é idêntico no spliceossomo principal e no alternativo (chamado minoritário). 

O spliceossomo minoritário reconhece íntrons de ocorrência rara com 
sequências consenso diferentes da maioria dos introns de pré-mRNAs. Deve- 
-se enfatizar que, embora esses introns sejam raros, eles estão amplamente 
distribuídos - aproximadamente 800 genes humanos contêm pelo menos um 
íntron minoritário. Além disso, mutações em snRNAs minoritários foram as- 
sociadas a algumas doenças genéticas humanas raras. 

Essa forma minoritária também é conhecida como spliceossomo AT-AC, 
porque as extremidades dos íntrons raros originalmente identificados contêm 
AU no sítio de processamento 5' e AC no sítio 3' (no RNA, ou AT e AC no 
DNA). Mais tarde, verificou-se que muitos introns processados por essa via 
têm extremidades GT-AG (como os íntrons comuns), mas, no restante, suas 
sequências de consenso diferem das dos íntrons da via principal. 

Apesar de os sítios de processamento e de ramificação reconhecidos pelos 
dois sistemas serem diferentes, as formas principal e minoritária dos splice- 
ossomos removem íntrons usando a mesma reação química (Fig. 14-13). Em 
conformidade com a conservação desse mecanismo, as diferenças de sequên- 
cias nos sítios de processamento reconhecidas por essas snRNPs são corres- 
pondidas por diferenças complementares nas sequências de seus snRNAS. Por- 
tanto, conserva-se a capacidade de pareamento de bases entre as sequências 
dos snRNAs e as sequências dos sítios de processamento, e não a presença de 
determinadas sequências nas suas estruturas. 

Também é importante registrar que os íntrons AT-AC poderiam enquadrar- 
-se no esquema evolutivo discutido anteriormente. Como já foi mencionado, 
tem sido proposto que os introns do grupo II representam a forma mais antiga 
de íntrons. Além disso, sugere-se que os introns AT-AC evoluíram dos íntrons 
do grupo II e, estes, por fim, originaram os íntrons do pré-mRNA principal. 


PROCESSAMENTO ALTERNATIVO 


Um mesmo gene pode originar diferentes 
produtos pelo processamento alternativo 
Como descrito na introdução deste capítulo, muitos genes de eucariotos 


superiores codificam RNAs que podem ser processados de modos alternati- 
vos, gerando dois ou mais RNAs diferentes e, portanto, diferentes produtos 
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FIGURA 14-13 Processamento 
catalisado pelo spliceossomo AT-AC 
(minoritário). Esse spliceossomo fun- 
ciona em uma minoria de éxons (p. ex., 
talvez 1:1.000 éxons de seres humanos), 
que têm sequências diferentes nos sítios 
de processamento. Apesar disso, a reação 
química e alguns componentes do spli- 
“ceossomo são os mesmos, ao passo que 
outros são muito semelhantes. 
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FIGURA 14-14 Processamento 
alternativo no gene da troponina T. 
A figura mostra uma região do gene da 
troponina T que codifica cinco éxons que 
gera duas formas alternativamente pro- 
cessadas, como indicado. Uma delas con- 
tém os éxons 1, 2, 4€ 5; a outra contém 
os éxons 1,2,3 e5. 
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proteicos (ou isoformas). Hoje acredita-se que pelo menos 40% dos genes de 
Drosophila e até 90% dos genes humanos sofram processamento alternati- 
vo. Muitos genes alternativamente processados geram apenas dois produtos 
alternativos, mas em alguns casos, o número de potenciais alternativas que 
podem ser geradas a partir de um único gene é impressionante - centenas 
(p. ex., no caso do gene humano Slo) ou até mesmo milhares (para o gene 
de Drosophila Dscam). Às vezes, o processamento alternativo é usado como 
maneira de gerar diversidade, com formas alternativas sendo geradas esto- 
casticamente. Mas em muitos casos, o processo é regulado para assegurar que 
diferentes produtos proteicos sejam feitos em diferentes tipos celulares ou em 
resposta a diferentes condições. 

Para um caso simples de processamento alternativo, considere-se o gene 
de uma proteína muscular de mamíferos, a troponina T. À Figura 14-14 ilustra 
uma região de pré-mRNA produzido por esse gene, contendo cinco éxons. 
Esse pré-RNA é processado, formando dois mRNAs maduros alternativos, cada 
um contendo quatro éxons. Em cada um dos dois mRNAs, um éxon diferente 
é eliminado, de modo que as duas mensagens têm três éxons em comum, mas 
cada uma tem um éxon exclusivo. 
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FIGURA 14-15 Cinco maneiras de realizar o processamento de um RNA. No topo, 
está representado um gene que codifica três éxons. Ele é transcrito em um pré-mANA, apre- 
sentado na parte intermediária e, então, processado de cinco modos alternativos. Se todos 
os éxons forem inciuídos, é gerado um mRNA com os três éxons. A omissão de éxon gera um 
MRNA que contém apenas os éxons 1 e 3. Na extensão de éxons, parte do intron 1 é mantida 
junto com os três éxons. No outro caso, um intron inteiro é mantido no mRNA maduro. Final- 
mente, os éxons 2 e 3 podem ser utilizados de maneira alternativa, gerando uma mistura de 
MRNAS, e cada um deles contém os éxons 1 e 2 ou os éxons 1.e 3. 
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No entanto, como mostrado na Figura 14-15, o processamento alternativo 
pode acontecer de várias maneiras. Assim, além de éxons alternativos, os éxons 
podem ser estendidos (pela seleção de um sítio de processamento alternativo 5' 
a jusante, ou 3' a montante). Em outros casos, os éxons podem ser “omitidos 
ou saltados” (deliberadamente) ou os íntrons podem ser mantidos no mensa- 
geiro maduro. Alguns processamentos alternativos resultam da transcrição de 
um gene a partir de promotores alternativos, permitindo que um transcrito 
inclua um éxon 5' ausente no outro. De maneira semelhante, sítios poli(A) 
alternativos permitem que éxons 3º terminais sejam estendidos ou éxons 3' 
terminais alternativos sejam usados em alguns transcritos de um determinado 
gene. Existem, ainda, casos de transprocessamento alternativo (ver Fig. 14-12). 

Em um exemplo de éxon estendido, a Figura 14-16 mostra o caso do anti- 
geno T do vírus SV40 de símios. O gene do antígeno T codifica dois produtos 
proteicos: o antígeno T grande (Tag) e o antígeno t pequeno (t-ag). As duas 
proteínas resultam do processamento alternativo de pré-mRNAs do mesmo 
gene. Assim, como ilustrado na Figura 14-16, o gene possui dois éxons, e dois 
mRNAs maduros diferentes resultam do uso alternativo de dois sítios dife- 
rentes de processamento 5'. No mRNA que codifica Tag, o éxon 1 é ligado 
diretamente ao éxon 2, e o íntron entre eles é removido. O mRNA do t-ag, 
por outro lado, é formado utilizando um sítio de processamento 5º alterna- 
tivo no interior do íntron. Neste caso, o mRNA inclui também uma parte do 
intron. (Portanto, esse é um exemplo de “extensão de éxon” apresentada na 
Fig. 14-15.) A existência de um códon de terminação na fase de leitura do 
mRNA mais longo explica porque este codifica uma proteína mais curta. 

Ambas as formas de antígenos T são feitas em uma célula infectada por 
SV40, mas eles possuem funções diferentes. Tag induz a transformação e o 
reinício do ciclo celular, enquanto t-ag bloqueia a resposta apoptótica de cé- 
lulas forçadas a esta via. A proporção das duas formas produzidas difere, de- 
pendendo do nível do regulador de processamento SF2/ASF. Se presente em 
níveis elevados, ela favorece o uso do sítio de processamento 5’ que gera uma 
maior quantidade de mRNA de t-ag. A SF2/ASF é uma proteína SR e, quando 
abundante, provavelmente liga-se a sítios no interior do éxon 2 e auxilia na 
formação do spliceossomo no local. 

Em estudos do genoma inteiro, as formas de processamento alternativo 
mais comumente observadas são casos nos quais éxons completos são incluídos 
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FIGURA 14-16 Processamento alternativo do antigeno T de SV40. Processamento 
do RNA do antigeno T de SV40. Normalmente, as duas formas de mRNA e ambas as proteinas 
são sintetizadas, após a infecção. O antigeno t menor é codificado pelo mais longo dos dois 
MRNAS; este mensageiro contém um códon de terminação em fase, a montante do éon 2. 
SST 5 refere-se ao sítio de processamento 5º utilizado para gerar o mRNA de T maior; sst 5' 
refere-se ao sítio de processamento 5' utilizado para gerar o t menor: SST 3º é o sito de proces- 
samento 3' utilizado para gerar ambos os mANAs. 
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FIGURA 14-17 Processamento 
mutuamente exclusivo: impedimen- 
to estérico. (a) Esta visão mostra as 
possibilidades de processamento alterna- 
tivo. (b) A ligação da snRNP U1 ao sítio 
de processamento 5º do segundo intron 
exclui a ligação da snRNP U2 ao sítio de 
ramificação do mesmo intron; a liga- 
ção de U2 ao intron seguinte resulta na 
exclusão do intron 3. (c) Aqui, a ligação 
da snRNP U2 ao sítio de ramificação do 
segundo éxon exclui a ligação de Ut ao 
sítio de processamento 5º do mesmo în- 
tron, Neste caso, a ligação de U1 ao sitio 
de processamento 5º do primeiro intron 
resulta na exclusão do éron 2. 
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ou excluídos do mensageiro maduro. Estes éxons são geralmente chamados de 
éxons cassete. Em cerca de 10% dos casos, os éxons cassete ocorrem aos pares, 
e apenas um é incluído no mensageiro processado, assim como se viu no caso 
da a-troponina T (Fig. 14-14). Nestes casos, é preciso haver mecanismos que 
garantam que os éxons sejam processados de maneira mutuamente exclusiva. 


Existem vários mecanismos para garantir o 
processamento mutuamente exclusivo 


Existem vários mecanismos para assegurar que a seleção de éxons alternativos 
seja mutuamente exclusiva — ou seja, quando um é escolhido, o outro não o 
é (ou, para citar novamente o exemplo da a-troponina T, quando o éxon 3 é 
escolhido, o éxon 4 é sempre excluído, e vice-versa). Aborda-se, aqui, cada um 
destes mecanismos e, então, na próxima seção, discute-se um caso extremo 
no qual um mecanismo especial é necessário. 


Impedimento estérico Considere dois éxons alternativos separados por um 
íntron. Se os sítios de processamento do íntron estiverem muito próximos, 
os fatores de processamento não poderão ligar-se a ambos os sítios ao mesmo 
tempo. Assim, a Figura 14-17 mostra um caso no qual a ligação da snRNP U1 
ao sítio de processamento 5' do íntron entre dois éxons alternativos (éxons 
2e 3) impede a ligação da snRNP U2 ao ponto de ramificação do mesmo intron 
(Fig. 14-17b). Alternativamente, a ligação da snRNP U2 ao ponto de ramificação 
exclui o uso do sítio de processamento 5' (Fig. 14-17). O processamento dos 
éxons 3 e 4 da a-troponina é mutuamente exclusivo seguindo esse mecanismo. 

Esse arranjo pode surgir por meio das posições relativas dos sítios de pro- 
cessamento de um íntron ou porque o intron é simplesmente muito pequeno 
para funcionar; em Drosophila, qualquer intron com menos de 59 nucleotí- 
deos entra nesta categoria. 


Combinações de sítios de processamento principais e minoritários Como 
visto anteriormente, há uma forma de spliceossomo chamada spliceossomo 
minoritário que reconhece sítios de processamento distintos dos reconheci- 
dos pelo spliceossomo principal. Nenhum dos spliceossomos pode remover 
um íntron que contém uma combinação de sítios (i.e., um sítio de processa- 
mento 5 de um tipo e um 3', de outro tipo). Assim, pelo arranjo criterioso 
de sítios de processamento 5' e 3' reconhecidos pelos spliceossomos alterna- 
tivos, a exclusão mútua pode ser alcançada, como mostrado na Figura 14-18a. 
O gene humano JNK] é um exemplo disso. 


Decaimento mediado por nonsense Em vez de forçar a maquinaria de pro- 
cessamento a processar de maneira mutuamente exclusiva, este mecanismo 
garante que apenas os mensageiros que possuem um ou outro éxon (nun- 
ca ambos, e nunca nenhum deles) sobrevivam. Em outras palavras, embora 
não garanta o processamento mutuamente exclusivo, as consequências des- 
te mecanismo são as mesmas. O decaimento mediado por nonsense (NMD, 
nonsense-mediated decay) resulta do fato de a inclusão de ambos os éxons 
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produzir um mRNA que contém um códon de terminação prematuro (Fig. 
14-18h). Estes mensageiros são destruídos pelo NMD, cujos detalhes serão 
descritos no Capítulo 15 (ver Fig. 15-51). 


O curioso caso do gene de Drosophila Dscam: 
processamento mutuamente exclusivo em grande escala 


O gene de Drosophila Dscam (do inglês, Down syndrome cell-adhesion molecule 
[molécula de adesão celular da síndrome de Down) codifica potencialmen- 
te 38,016 isoformas proteicas. Como mostrado na Figura 14-19, cada mRNA 
possível gerado a partir do gene Dscam contém 24 éxons, e 20 deles são sem- 
pre os mesmos, mas quatro (éxons 4, 6, 9 e 17) existem em múltiplas formas 
alternativas no pré-mRNA. Assim, há 12 versões possíveis do éxon 4, 48 do 
éxon 6, 33 do éxon 9, e duas do éxon 17. As permutações que isso possibilita 
(12 X 48 X 33 X 2) dão origem ao grande número de formas possíveis. 

Os produtos do gene Dscam são proteínas de superfície celular da super- 
família das imunoglobulinas (Ig). Uma forma genérica da proteína é mostra- 
da na parte inferior da Figura 14-19. A molécula possui um segmento trans- 
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FIGURA 14-18 Processamento 
mutuamente exclusivo. (a) Sítios 
de processamento reconhecidos pelos 
spliceossomos principal e minoritário. 
(b) Decaimento mediado por nonsense. 


FIGURA 14-19 Os múltiplos 
éxons do gene Dscam de Drosophila. 
O gene Dscam (mostrado no topo) pos- 
sui 61,2 kb; uma vez transcrito e pro- 
cessado, ele produz uma ou mais ver- 
sões de um mRNA com 24 éxons e 7,8 
kb (a figura mostra a estrutura genérica 
desses mRNAs). Como mostrado, há vå- 
rias alternativas mutuamente exclusivas 
para os éxons 4, 6, 9 e 17. Assim, cada 
mRNA irá conter uma das 12 alternativas 
possíveis para o éxon 4 (vermelho), uma 
de 48 para o éxon 6 (roxo), uma de 33 
para o éron 9 (verde) e uma de duas para 
o éxon 17 (amarelo), Os éxons 4, 6 e 9 co- 
dificam partes dos três domínios de lg, re- 
presentadas nas cores correspondentes, e 
o éxon 17 codifica o domínio transmem- 
brana. Se todas as combinações possíveis 
desses éxons forem utilizadas, o gene 
Dscam produz 38.016 mRNAs e proteinas 
diferentes. (Adaptada, com permissão, de 
Schmucker D. 2000. Cell 101: 671, Fig. 8. 
E Elsevier) 
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membrana (codificado pelo éxon 17, tendo, assim, duas formas alternativas); 
domínios de fibronectina que são iguais em todas as isoformas; e domínios 
de Ig, sendo que partes de três deles são codificadas pelos éxons altamente va- 
riáveis 4, 6 e 9. Assim, a maior parte da variabilidade entre as isoformas reside 
nestes domínios de Ig. 

A proteína Dscam possui duas funções discrepantes na mosca: ela atua na 
formação de padrões neurais no cérebro e também reconhece antígenos como 
parte do sistema imunológico inato. Em sua função neuronal, a proteína 
Dscam medeia interações específicas célula-célula. Uma isoforma qualquer 
da proteina pode interagir com si mesma, mas não com as outras isoformas. 
Acredita-se que esta seletividade permita a um neurito distinguir entre outros 
neuritos que encontra em relação a serem “próprios” ou “não próprios” - ou 
seja, derivados do mesmo neurônio ou de um neurônio diferente. Durante a 
formação das redes neurais no cérebro em desenvolvimento, os neuritos exi- 
bem um comportamento de “autoevasão”: neuritos que se projetam do mes- 
mo neurônio evitam-se. Demonstrou-se, in vivo, que esse reconhecimento do 
próprio é mediado pelo reconhecimento homofílico do conjunto particular 
de isoformas DSCAM presentes na superfície de um determinado neurônio. 

No sistema imunológico, as diferentes isoformas reconhecem diferentes 
antígenos, assim como fazem os anticorpos dos vertebrados. Acredita-se que 
a pressão evolutiva que controla a diversidade venha da seleção nesta função. 


O processamento mutuamente exclusivo do éxon 6 de 
Dscam não pode ser atribuído a qualquer mecanismo- 
-padrão e, em vez disso, utiliza uma nova estratégia 


Como se viu, o éxon 6 é um dos quatro éxons do gene Dscam a serem alterna- 
tivamente processados - e neste caso, há 48 formas alternativas dentre as quais 
se pode escolher. A escala dessa seleção está além do escopo dos mecanismos 
discutidos anteriormente. Por exemplo, embora o impedimento estérico pu- 
desse ser responsável pelo processamento alternativo de éxons adjacentes, ele 
não pode explicar como outros éxons distantes também poderiam ser excluí- 
dos. Além disso, todos os sítios de processamento do gene Dscam são para o 
spliceossomo principal e, assim, o mecanismo duplo do spliceossomo não é 
uma opção. O NMD também não pode explicar o processamento mutuamente 
exclusivo do éxon 6: mesmo que alterações da fase de leitura resultassem da in- 
clusão de nenhum, de dois ou de três éxons, um mRNA com, digamos, quatro 
éxons teria a mesma fase de leitura do mensageiro com apenas um. O mesmo 
ocorreria com um mRNA que incluísse sete éxons, e assim por diante. 

Então, como a célula garante que apenas uma das variantes do éxon 6 
seja incluída no mRNA? O novo mecanismo depende da formação de estrutu- 
ras alternativas de RNA:RNA pareadas no pré-mRNA. Cada estrutura alternati- 
va garante que uma, e somente uma, das variantes do éxon 6 seja, a qualquer 
momento, protegida de uma repressão geral de processamento. Agora será 
considerado como este mecanismo funciona, e como ele foi descoberto por 
meio da análise de sequência do gene Dscam de Drosophila e seus vários ho- 
mólogos em outras espécies de insetos. 

O modelo básico está mostrado na Figura 14-20. Duas classes de elemen- 
tos de sequência conservados são apresentados. Um deles, o sítio de anco- 
ragem, está localizado entre o éxon 5 e a primeira variante alternativa do 
éxon 6 (éxon 6.1). Uma cópia do segundo tipo de elemento — a sequência 
seletora - é encontrada em frente a cada variante do éxon 6 (na Fig. 14-20, 
o éxon 6.21 é mostrado como exemplo). Cada sequência seletora é diferente, 
mas, como mostrado na Figura 14-21, todas podem parear com o sítio de an- 
coragem. As regiões às quais cada uma delas se liga no sítio de ancoragem se 
sobrepõem e, assim, a ligação das diferentes sequências seletoras ao único sítio 
de ancoragem é mutuamente exclusiva - apenas uma seletora pode ligar-se por 
vez. A sequência seletora que se liga traz consigo a variante do éxon 6 associa- 
da próxima ao éxon 5, garantindo que esta seja a variante do éxon 6 escolhida. 


Capítulo 14 Processamento do RNA 489 


FIGURA 14-20 Sitio de ancoragem: sequências seletoras. Pareamento da sequên- 
cia seletora para o éxon 6.21 com o sítio de ancoragem. (Desenho por cortesia de Brenton 
Graveley) 
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FIGURA 14-21 As sequências se- 
letoras para seis variantes do éxon 6, 
cada uma delas ligada à sequência 
de ancoragem do éxon 6. Como fica 
evidente, cada sequência seletora pareia 
com uma região ligeiramente diferente da 
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Além de trazer a variante do éxon 6 escolhida próxima ao éxon 5, a hi- 
bridização da sequência seletora ao sítio de ancoragem também assegura que 
a variante do éxon 6 escolhida esteja livre de um mecanismo de repressão 
geral que inibe o processamento de outras variantes de éxon 6 possíveis. Uma 
proteína (Hrp36) atua como repressor geral do processamento ao revestir os 
outros éxons e inibir sua inclusão no mRNA. Esta liberação local da inibição 
proporcionada pela hibridização do RNA pode ocorrer como resultado direto 
da estrutura secundária do RNA, pela criação de uma estrutura no RNA reco- 
nhecida por uma proteína que remove o repressor ou pela aproximação do 
éxon escolhido a ativadores no éxon 5 que podem, então, superar a repressão. 

O sítio de ancoragem e as sequências seletoras foram descobertas por 
meio de comparações de sequências em um exemplo de análise de bioinfor- 
mática, como descrito no Quadro 14-3, A identificação do sítio de ancoragem 
e das sequências seletoras. 


EXPERIMENTOS-CHAVE 


Quadro 14-3 A identificação do sítio de ancoragem e das sequências seletoras 


O sítio de ancoragem possui 66 nucleotídeos em Drosophila 
melanogaster. Ele é 90 a 100% conservado em outras 10 es- 
pécies de Drosophila estudadas. Mesmo quando a compara- 
ção inclui outras espécies de insetos - mosquito, bicho-da- 
-seda e abelha, por exemplo -, os 24 nucleotídeos centrais 
do sítio de ancoragem são, ainda, bastante conservados. Na 
verdade, ela é a sequência mais conservada de todo o gene 
Dscam (que possui mais de 60 kb). A identificação inicial da 
sequência de ancoragem foi inteiramente baseada nesta con- 
servação (Fig. 1 deste quadro). 

As sequências seletoras também foram descobertas 
por meio de comparações de sequências, embora elas sejam 


menos conservadas do que o sítio de ancoragem. Assim, as 
sequências seletoras apresentam relativa conservação nos 
Introns a montante das variantes do éxon 6. Um alinhamen- 
to das 48 sequências seletoras das variantes do éxon 6 de 
D. melanogaster revelou uma sequência consenso de 28 nu- 
cleotídeos que era complementar à sequência de ancoragem 
(Fig. 2 deste quadro). Quando cada sequência seletora indi- 
vidual foi comparada ao sítio de ancoragem, cada uma delas 
pareou com ele de maneira única, porém, sobreposta. Alguns. 
exemplos estão apresentados na Figura 14-21. 


E 


QUADRO 14-3 FIGURA 1 Alinhamento da sequência de nucleotídeos dos sítios de ancoragem de 15 insetos. Os inse- 
tos analisados incluem 10 espécies de Drosophila; duas de mosquito, Anopheles gambiae (mosquito-da-malária) e Aedes aegypti 
(mosquito-da-febre-amarela); o lepidóptero Bombyx mori (bicho-da-seda); o himenóptero Apis mellifera (abelha); e o coleóptero 
Tribolium castaneum (gorgulho-da-farinha). O nucleotideo mais comum em cada posição está sombreado, e a sequência consen- 
so do sítio de ancoragem está representada abaixo como um pictograma. A altura de cada letra representa a frequência de cada 
nucleotídeo na posição. (Modificada, com permissão, de Graveley B.R. 2005. Cell 123: 65-73, Fig. 2. © Elsevier.) 
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sequências flanqueadoras foram alinhadas. Os nucleotídeos mais frequentes na porção central do alinhamento es- 
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permissão, de Graveley B.R. 2005. Cell 123: 65-73, Fig. 4. © Elsevier.) 


O processamento alternativo é regulado 
por ativadores e repressores 


Proteínas que regulam o processamento ligam-se a sítios específicos chama- 
dos amplificadores de processamento exônico (ou intrônico) (ESE ou 
ISE) ou silenciadores (ESS e ISS). Os primeiros potencializam, e os segundos 
reprimem, a remoção de íntrons nas proximidades dos sítios de processamen- 
to. Os ativadores e as proteínas SR que se ligam a eles já foram mencionadas 
(Fig. 14-11). Esses elementos e proteínas são importantes no direcionamento 
da maquinaria de processamento para muitos éxons, mesmo quando não há 
envolvimento de processamento alternativo. Além disso, no exemplo do pro- 
cessamento do antígeno T (Fig. 14-16), a proteína SR era a responsável pela 
ocorrência do processamento alternativo. Entretanto, essa família de proteínas, 
grande e diversificada, também desempenha funções específicas no processa- 
mento alternativo regulado, porque direciona a maquinaria de processamento 
a diferentes sítios de processamento, sob condições diferentes. Desse modo, a 
presença ou atividade de determinada proteína SR pode determinar a utilização 
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FIGURA 14-22 Processamento al- 
ternativo regulado. (a) Alguns éxons al- 
ternativamente processados aparecem em 
mRNAs, a menos que sejam impedidos 
de fazê-lo por uma proteina repressora, 
(b) Outros aparecem apenas se um ativa- 
dor específico promover a sua inclusão. 
Ambos os mecanismos podem ser utiliza- 
dos para regular o processamento de ma- 
neira que, em um tipo celular, um deter- 
minado éxon seja incluido em um mRNA, 
enquanto outro, não. 
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de um dado sítio de processamento em um tipo celular específico ou em uma 
determinada fase do desenvolvimento. A Figura 14-22 apresenta casos hipoté- 
ticos de processamento regulado por um ativador ligado a um amplificador de 
processamento e de um repressor ligado a um silenciador de processamento. 

As proteínas SR ligam-se ao RNA usando um domínio - por exemplo, o 
motivo de reconhecimento do RNA (RRM) já bem caracterizado e descrito no 
Capítulo 6 (Fig. 6-18). Cada proteína SR tem outro domínio, rico em serina e 
arginina, chamado domínio RS. Este, encontrado na porção carboxitermi- 
nal da proteína, promove as interações entre a proteína SR e as proteínas da 
maquinaria de processamento, recrutando essa maquinaria para um sítio de 
processamento próximo. 

Um exemplo de ativador que promove um determinado evento de pro- 
cessamento alternativo em um tecido específico é a proteína Half-pint de 
Drosophila. Este ativador regula o processamento alternativo de um conjunto 
de pré-mRNAs no ovário da mosca. Ele atua pela ligação a sítios próximos ao 
sítio de processamento 3' de éxons específicos nesses pré-mRNAs e pelo recru- 
tamento do fator de processamento UZAF. 

A maioria dos silenciadores é reconhecida por membros da família de ri- 
bonucieoproteinas nucleares heterogêneas (hnRNPS). Estas ligam-se ao RNA, 
mas não possuem domínios RS e, portanto, não podem recrutar a maquinaria 
de processamento. Em vez disso, elas bloqueiam sítios específicos de processa- 
mento, impedindo sua utilização. Viu-se uma função como essa no exemplo 
anterior de Dscam, onde Hrp36 inibe a inclusão de variantes do éxon 6 no 
mRNA. Outro exemplo é a hnRNPA1, que se liga a um elemento silenciador 
exônico localizado no interior de um éxon do pré-RNA de tat do vírus da 
imunodeficiência humana (HIV), impedindo a inclusão desse éxon no mRNA 
final. Esse repressor ligado bloqueia a ligação do ativador SC35 (uma pro- 
teína SR) a um elemento ativador próximo. Esse bloqueio não é direto — os 
dois sítios de ligação não são sobrepostos -, mas o hnRNPA1 promove a liga- 
ção cooperativa de outras moléculas de hnRNPA1 a sequências adjacentes, 
estendendo-se sobre o sítio do ativador (Fig. 14-23). No caso de outra proteina 
SR (SF2/ASF) estar presente, essa repressão pode ser evitada, porque SF2/ASF 
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FIGURA 14-23 Dois mecanismos de ação do silenciador. (a) Mecanismo de exciusão 
do éxon 3 do tat de HIV por hnRNPA1. O amplificador do processamento SC35 liga-se ao ESE e 
promove a inclusão do éxon. A1 liga-se ao ESS do éxon e, de lå, através da ligação cooperativa 
obstrui o ESE e impede a ligação de SC35 por competição. (b) Mecanismo de exclusão de éxon 
pela proteina hnRNP1 (PTB), A PTB liga-se a um éxon e interage com U1 no sítio de processa- 
mento 5', como descrito no texto. Esta interação bloqueia a habilidade de U1 interagir com os 
componentes do sítio de processamento 3' e, assim, U1 do éxon a montante pareia com U2 
do éxon a jusante. 


tem afinidade maior com a sequência de amplificação/ativação do que SC35 
e, assim, desloca os repressores ligados nas proximidades. Nos Capítulos 18 
e 19, serão vistas situações semelhantes envolvendo ligações cooperativas e 
competitivas em exemplos de regulação da transcrição. 

Outro repressor de processamento em mamíferos é a proteína hnRNPI 
(ou proteína de ligação ao trato Py, PTB). Essa proteína exclui um determina- 
do éxon do mRNA maduro ao ligar-se a sequências adjacentes ao éxon. Mas o 
mecanismo pelo qual este opera não é por competição com os componentes 
do spliceossomo pela ligação a sítios de processamento ou de ativadores de 
processamento a seus sítios. Em vez disso, a hnRNPI interage com a maquina- 
ria de processamento e inibe sua função: após a ligação de U1 ao sítio de pro- 
cessamento 5', a hnRNPI interage com uma região de U1 que de outra forma 
iria interagir com outras proteínas para facilitar o pareamento de éxon. Desta 
maneira, hnRNPI previne o pareamento de éxon (Fig. 14-23b). 


A regulação do processamento alternativo 
determina o gênero das moscas 


Agora será considerado um exemplo particularmente elaborado de processa- 
mento alternativo regulado — o que envolve o gene double-sex de Drosophila. 
O sexo de cada mosca depende de qual entre duas variantes de processamen- 
to alternativo do mRNA é produzida. 

O sexo da mosca é determinado pela relação/proporção entre cromosso- 
mos X e autossomos. A fêmea resulta de uma proporção de 1 (dois X e dois 
conjuntos de autossomos) e o macho, de uma relação de 0,5. Inicialmente, 
essa relação é medida no nível da transcrição usando dois ativadores, chama- 
dos SisA e SisB (os mecanismos de regulação da transcrição são considerados 
em detalhe nos Cap. 18 e 19). Como ambos os genes que codificam esses 
reguladores estão no cromossomo X, no embrião precoce, a futura fêmea pre- 
para duas vezes mais produtos do que o macho (Fig. 14-24). 

Esses ativadores ligam-se a sítios da sequência reguladora a montante do 
gene Sex-lethal (Sxl). Outro regulador que se liga e controla o gene Sxl é um re- 
pressor chamado Dpn (Deadpan); este é codificado por um gene encontrado 
em um dos autossomos (cromossomo 2). Portanto, a relação entre os ativado- 
res e os repressores difere nos dois sexos, e isso determina a diferença entre a 
ativação (nas fêmeas) e a repressão (nos machos) do gene Sxl. 

O gene Sxl é expresso a partir de dois promotores, P, e P,.. O primeiro 
(promotor para estabelecimento) é controlado por SisA e SisB (e, portanto, ex- 
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FIGURA 14-24 Regulação transcricional precoce de Sx/ em moscas machos e fè- 
meas. Os genes sisA e sis8 são encontrados no cromossomo X e codificam ativadores trans- 
cricionais que controlam a expressão do gene Sxl. Dpn, um repressor de Sxl, é codificado por 
um gene do cromossomo 2. Embora machos e fêmeas expressem a mesma quantidade de Dpn 
codificado de modo autossômico, as fêmeas produzem o dobro de ativadores dos machos 
(porque as fêmeas possuem dois cromossomos X e os machos, apenas um). A diferença na 
proporção entre ativadores e repressor assegura a expressão de Sx/ nas fêmeas, mas não nos 
machos. Então, a proteina Sxl autorregula sua expressão, como descrito no texto e na próxima 
figura. (Adaptada de Estes PA. etal. 1995. Mol. Cell. Biol. 15: 904-917.) 


presso apenas em fêmeas). Mais adiante no desenvolvimento, esse promotor 
é desligado permanentemente. Nos embriões de fêmeas, a expressão de Sxl é 
mantida pela expressão a partir do P, (promotor de manutenção). 

A transcrição a partir de P, é constitutiva em fêmeas e machos, mas o 
RNA produzido a partir desse promotor contém um éxon a mais do que o 
transcrito produzido a partir de P. (Fig. 14-23). Se este éxon permanecer no 
mensageiro maduro, ele não conseguirá produzir uma proteína ativa, que é o 
que ocorre no macho. Na fêmea, porém, o processamento remove esse éxon e 
a proteína funcional Sxl continua a ser produzida. 

Como demonstrado na Figura 14-25, é a própria proteína Sxl, presente 
nas fêmeas, mas não nos machos (graças à expressão precoce a partir de P,), 
que promove o processamento do RNA feito a partir de P., e garante que o 
éxon inibidor seja excluído da cadeia. Sxl realiza essa função atuando como 
repressor do processamento. 

Assim, a proteína Sxl funcional continua a ser produzida nas fêmeas. 
Essa proteína regula o processamento de outros RNAs na fêmea, além de seu 
próprio RNA. Um deles é o RNA produzido constitutivamente (em machos 
e fêmeas) pelo gene tra (Fig. 14-25). Novamente, na ausência do processa- 
mento dirigido por Sxl, esse RNA não produz proteínas (em machos), mas 
na presença de Sxl, ele é processado para formar a proteína funcional Tra 
(em fêmeas). 

A proteína Tra também é um regulador de processamento. Enquanto Sxl 
é repressora do processamento, Tra é ativadora (Fig. 14-25). Um de seus alvos 
é o RNA produzido a partir do gene que codifica Doublesex (Dsx). Esse RNA 
é processado de duas formas alternativas, ambas codificadoras de proteínas 
reguladoras, mas com atividades diferentes. Assim, na presença de Tra, o RNA 
de dsx é processado de maneira a originar uma proteina que reprime a expres- 
são de genes específicos de machos. Na ausência da proteína Tra, a forma de 
Dsx produzida reprime os genes específicos de fêmeas. 
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Uma alteração de processamento alternativo 
está no cerne da pluripotência 


Nenhum assunto gerou mais interesse no campo da biologia do desenvolvi- 
mento de mamíferos ou chamou mais a atenção por potenciais avanços em 
medicina do que o uso de células-tronco embrionárias para gerar tipos celula- 
res especializados no laboratório. As células-tronco embrionárias são células 
indiferenciadas encontradas no embrião que dão origem a tecidos e tipos ce- 
lulares do animal adulto e, assim, são chamadas de pluripotentes (ver Apêndi- 
ce 1). De fato, as células-tronco embrionárias podem ser induzidas em labora- 
tório a se diferenciar em tecidos muscular, nervoso, pancreático e outros tipos 
celulares especializados. Recentemente, tornou-se possivel desencadear a des- 
diferenciação de células somáticas de volta ao estágio de células pluripoten- 
tes (as chamadas células-tronco pluripotentes induzidas ou células iPS) ao 
amplificar artificialmente a produção de um número relativamente pequeno 
de fatores de transcrição essenciais, sabidamente necessários para a manuten- 
ção da pluripotência (Quadro 21-1). Exemplos de tais fatores de transcrição 
incluem OCT4 e NANOG. A produção de OCT4 e NANOG (e outras proteínas 
reguladoras essenciais) é estimulada por um fator de transcrição conhecido 
como FOXP1, membro da família Forkhead de proteínas de ligação ao DNA. 
Na verdade, existem duas isoformas da proteína FoxP1. Uma delas é o produto 
de um mRNA processado para incluir um determinado éxon, o 18b, enquanto 
a outra variante de processamento carrega o éxon 18a (Fig. 14-26). A proteína 
codificada pelo mRNA que contém o éxon 18b é chamada de FOXPI-ES: ela 


495 


FIGURA 14-25 Uma cascata de 
eventos de processamento alternati- 
vo determina o sexo de uma mosca. 
Como descrito de maneira detalhada no 
texto, a proteina Sex-lethal (Sxl) é pro- 
duzida em moscas que se desenvolve- 
tão em fêmeas (apresentadas à direita 
da figura), mas não nas que origina- 
rão machos (apresentadas à esquerda). 
A presença dessa proteina é mantida pela 
autorregulação do processamento de sua 
mensagem. Na ausência da regulação, a 
proteina funcional não é produzida (nos 
machos). Sxl também controla o proces- 
samento do gene tra, produzindo uma 
proteina funcional Tra nas fêmeas (mas 
não nos machos). A própria Tra é um re- 
gulador de processamento, e atua no pré- 
-mRNA do gene doublesex (dsx). Quando 
o mRNA de dsx é processado em resposta 
à proteina Tra, uma versão da proteina 
Dsxé produzida (em fêmeas) com um tre- 
cho de 30 aminoácidos em sua extremi- 
dade carboxiterminal que a distingue da 
forma da proteina produzida na ausência 
da proteina reguladora Tra (em machos). 
A forma feminina de Dsx ativa os genes 
necessários ao desenvolvimento feminino 
e reprime os genes de desenvolvimento 
masculino. A forma masculina, que tem 
um segmento de 150 aminoácidos na 
extremidade carboxiterminal, reprime os 
genes que promovem o desenvolvimen- 
to feminino. A proteína Sxi atua como 
repressora do processamento ao ligar-se 
ao trato de pirimidina no sítio de proces- 
samento 3' (ver Fig. 14-3), A proteina Tra, 
em contrapartida, atua como amplifica- 
dora do processamento. Ela liga-se a uma 
sequência reforçadora (enhancer) em um 
dos éxons do RNA de dsx (ver Fig. 14-11). 


496 


FIGURA 14-26 Uma alteração 
do processamento alternativo está 
no cerne da pluripotência. O fator de 
transcrição FOXP1 liga-se a sítios especi- 
ficos do DNA por meio de um domínio 
conhecido como hélice Winged. A espe- 
cificidade do sítio de DNA que ele reco- 
nhece pode ser alterada pelo processa- 
mento alternativo de seu mRNA, Assim, 
quando um determinado éxon é incluído 
(éon 18a), a isoforma resultante (FOXP1) 
reconhece sítios de uma sequência, mas 
quando o processamento alternativo gera 
uma forma que inclui o éxon 18b em vez 
do 18a, a isoforma resultante (FOXP1-ES) 
liga-se a uma sequência diferente de DNA 
e, assim, controla a expressão de um con- 
junto diferente de genes, 
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ativa genes (OCT4, NANOG, etc.) que promovem a desdiferenciação e, assim, 
estimula a formação de células iPS. Em contrapartida, a forma contendo o 
éxon 18a codifica FOXP1 propriamente dita, e esta tem o efeito oposto: ela 
não consegue estimular a expressão de OCT4 e NANOG e, em vez disso, ativa 
genes que promovem a diferenciação. 

Como a troca do éxon 18a pelo éxon 18b explica a mudança de expres- 
são de genes promotores de células-tronco para genes que promovem a dife- 
renciação? FOXPI liga-se ao DNA por um domínio conhecido como hélice 
Winged, que reconhece uma determinada sequência de DNA. A troca do éxon 
18a para o éxon 18b substitui 35 resíduos na região da hélice Winged da pro- 
teína incluindo quatro aminoácidos que sabidamente contactam o DNA. Essa 
substituição provoca uma mudança na especificidade de sequência de DNA 
de FOXP1. De fato, a substituição de dois destes resíduos, uma asparagina e 
uma histidina por uma glicina e uma treonina, respectivamente, pode ser li- 
gada a uma determinada diferença de par de bases entre a sequência consenso 
para FOXPI e a para FOXPI-ES. 

Assim, no topo da hierarquia de eventos que controlam os circuitos transcri- 
cionais para pluripotência e diferenciação, está uma troca entre formas de pro- 
cessamento alternativo do mRNA para FOXP1. Esta situação nos recorda o pro- 
cessamento alternativo do gene Sex-lethal, que, como visto, dispara uma cadeia 
de eventos que determina o sexo das moscas. No caso do Sex-lethal, sabe-se como 
a proporção entre cromossomos X e autossomos dita qual variante de proces- 
samento é produzida em machos e em fêmeas. No caso de FOXP1, entretanto, 
ainda não foram descobertos os fatores que determinam qual forma é produzida 
nas células-tronco embrionárias ou nas células em diferenciação. Ainda assim, 
esses exemplos de moscas e mamíferos ressaltam o papel do processamento al- 
ternativo em uma ampla e crescente variedade de eventos reguladores gênicos. 

Nós consideramos as várias formas pelas quais o processamento é rea- 
lizado em sistemas eucarióticos, bem como a diversidade de componentes 
envolvidos. A perda de função em qualquer um destes componentes pode 
levar a graves consequências, como é descrito no Quadro 14-4, Defeitos no 
processamento do pré-mRNA causam doenças humanas. 


EMBARALHAMENTO DE ÉXONS 


Os éxons são embaralhados por recombinação, 

produzindo genes que codificam novas proteínas 

Como já mencionado, todos os eucariotos possuem íntrons; no entanto, estes 
são raros — quase inexistentes — em bactérias. Existem duas explicações plau- 
síveis para essa situação. 
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Primeiro, no chamado modelo precoce dos íntrons, os íntrons exis- 
tiam em todos os organismos, mas foram perdidos pelas bactérias. Se, ori- 
ginalmente, existiam íntrons nas bactérias, por que teriam sido perdidos 
posteriormente? O argumento é que esses organismos “ricos em genes” 
(ver Caps. 8 e 12) adaptaram os seus genomas em resposta a pressões seletivas, 
para aumentar a velocidade da replicação cromossômica e da divisão celular. 
(Deve-se lembrar também de que entre os eucariotos, as leveduras - que são 


CONEXÕES CLÍNICAS 


Quadro 14 


Defeitos no processamento do pré-mRNA causam doenças humanas 


Como discutido no texto, a grande maioria dos genes huma- 
nos contém Íntrons. De fato, a grande maioria dos genes hu- 
manos contém múltiplos introns. Não surpreende, portanto, 
que muitas das mutações de ponto que causam doenças em 
seres humanos sejam substituições nucleotídicas que prejudi- 
cam o processamento do pré-mRNA. Na verdade, estimativas 
indicam que pelo menos 15% de todas as mutações de ponto 
que causam doenças humanas alteram sequências de reco- 
nhecimento para o processamento. Um exemplo clássico é a 
B-talassemia, Este distúrbio genético humano é caracterizado 
por um defeito na produção de B-globina, uma subunida- 
de da hemoglobina. Um tipo de -talassemia é causado por 
uma mutação no primeiro intron do gene da B-globina que 
altera a sequência TIGGT para TTAGT. Essa mutação cria uma 
sequência que lembra um sítio de processamento 3' normal 
(trato Py AG/G) (ver Fig. 14-3). Como resultado, o processa- 
mento do pré-mANA da f-globina em indivíduos afetados 
ocorre predominantemente no sítio de processamento 3' 
criado pela mutação em vez de se dar no sítio normal. 

Uma doença hereditária chamada "deficiência de hor- 
mônio de crescimento isolada familial tipo II” é causada por 
um defeito no processamento do pré-mRNA do hormônio de 
crescimento, resultando em indivíduos com estatura baixa. 
A sindrome de Frasier é um distúrbio urogenital atribuído 
a um defeito no processamento do pré-mRNA de um gene 
importante para o desenvolvimento dos rins e das gônadas, 
Dois exemplos adicionais são um tipo de demência causada 
por um defeito de processamento no mRNA de uma proteina 
do citoesqueleto e uma forma de fibrose cística. 

Outros distúrbios também são causados por mutações 
que prejudicam a própria maquinaria de processamento. 
Um exemplo disso é a retinite pigmentosa, caracterizada 
por degeneração progressiva da retina e, por fim, cegueira. 
Mutações em vários genes causam retinite pigmentosa, e a 
maioria desses genes possui funções específicas na retina. 
Algumas dessas mutações, no entanto, estão em genes para 
componentes do spliceossomo. Como os indivíduos afetados 
possuem uma cópia normal do gene, além da cópia mutante, 
a proteina do processamento é produzida, mas está presente 
em quantidades menores do que as normais. 

Por que o efeito do nível menor do que o normal de um 
componente do processamento se manifesta em um tecido 
específico, a retina? Uma provável explicação vem do fato 
de um fotopigmento da retina, a rodopsina, apresentar alto 
nível de turnover. Assim, a maquinaria de processamento 
precisa dar conta da grande demanda de produção de op- 
sina (o componente proteico da rodopsina) para substituir 
a perdida por degradação. Portanto, a retina deve ser mais 


sensível a um processamento ineficiente do que outros teci- 
dos que não precisam produzir altos níveis de uma proteina 
específica. 


A atrofia muscular espinhal (SMA, spinal muscular 
atrophy) é uma das causas genéticas mais comuns de mor- 
talidade em crianças. Essa doença, caracterizada pela perda 
progressiva dos neurônios espinhais, resulta de uma mutação 
em um gene para um componente ubiquo da maquinaria de 
processamento conhecido como SMN (do inglês, survival mo- 
tor neuron), cuja função precisa ainda não está bem estabe- 
lecida. Como no caso da retinite pigmentosa, permanece o 
mistério sobre por que o efeito do defeito de processamento 
é manifestado principalmente em neurônios motores, 

Os exemplos considerados até o momento são de distúr- 
bios hereditários. Mas mutações causadoras de doenças que 
prejudicam o processamento também surgem somaticamente. 
Um exemplo disso vem dos mutantes do gene do regulador do 
ciclo celular p73. A proteina p73 ocorre em múltiplas formas 
como resultado do processamento alternativo de seu mRNA. 
Mutações que causam o processamento alternativo defeituoso 
do pré-mRNA de p73 foram implicadas em um tipo de câncer 
conhecido como carcinoma espinocelular. É provável que mu- 
tações somáticas que prejudicam o processamento ou causam 
processamento alternativo defeituoso para vários outros pré- 
-mRNAs também contribuam para a etiologia do câncer. 

Às vezes, diz-se que a medicina é a maior professora de 
biologia. Certamente, e conforme se viu, este adágio aplica- 
-se perfeitamente ao campo do processamento de pré-mRNA, 
no qual o estudo de distúrbios genéticos humanos forneceu 
uma riqueza de detalhes sobre as sequências que controlam 
o processamento e a maquinaria que o realiza. De fato, a 
própria descoberta das snRNPs, os componentes mais funda- 
mentais da maquinaria de processamento de pré-mRNA, sur- 
giu de estudos de uma forma da doença autoimune lúpus 
eritematoso, na qual os indivíduos afetados produzem anti- 
corpos contra estas ribonucleoproteinas. Parece provável que 
o estudo continuado de distúrbios genéticos humanos levará 
a descobertas adicionais sobre os mecanismos do amadureci- 
mento do pré-mRNA. 


A correção de defeitos de processamento como forma 
de tratar doenças 

Estão em andamento tentativas de tratamento para várias 
destas doenças por meio da correção de seus defeitos de 
processamento. Aqui, é descrita a abordagem escolhida em 
uma delas, a SMA. Como foi descrito, a SMA é o resultado de 


(continua) 
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Quadro 1 


4 (Continuação) 


mutações que eliminam, da maquinaria de processamento, 
o componente codificado pelo gene SMN?. Normalmente, o 
gene SMNT sofre processamento alternativo, de modo que 
90% de seu mRNA maduro inclui um determinado éxon, o 
éxon 7, necessário para gerar a proteina completa. Os seres 
humanos possuem outro gene, chamado SMN2, que codifica 
uma proteina idêntica. Esta proteina poderia, potencialmen- 
te, substituir a função de SMNT, mas os transcritos de SMN2 
são processados de maneira que apenas cerca de 10% do 
MRNA derivado deste gene inclui o éxon 7 necessário, Assim, 
decidiu-se que uma forma de compensar a perda completa 
de SMN1 deveria ser a manipulação do processamento de 


SMN2, de maneira que ele pudesse ser forçado a produzir 
MRNAS que incluíssem o éxon 7. 

Uma abordagem é direcionar oligonucleotídeos an- 
tissenso contra sequências do transcrito primário de SMN2 
que regulam o processamento do éxon 7. Como mostrado 
na Figura 1 deste quadro, o oligo foi desenhado para reco- 
nhecer uma sequência especifica do transcrito por meio do 
pareamento de base tipo Watson-Crick e, ao fazê-lo, excluir 
a ligação de um repressor de processamento, hnRNP. Esta 
estratégia funcionou em camundongos modificados geneti- 
camente para expressar o gene SMN2 humano e agora está 
sendo empregada em ensaios clínicos. 


QUADRO 14-4 FIGURA 1 


Modulação do processamento de SMN2. O oligonucieotídeo antissenso de fita simples é 


desenhado para ligar-se à região do transcrito de RNA onde normalmente o repressor do processamento hnRNP se liga para 


bloquear a inclusão do éxon 7. Ao ligar-se aí, o oligo desloca hnRNP e permite a inclusão do éxon 7 no mRNA maduro e, 


im, 


facilita a produção da proteina SMN. (Adaptada, com permissão, de Rigo F. et. al. 2012. J. Cell Biol. 199: 21-25, Fig. 2, p. 23. 
doi:10.1083/cb.20127087 O Rockefeller University Press.) 


domínio 2 


neem 


D1 ronco aoona 


FIGURA 14-27 Os éxons codifi- 
cam domínios proteicos. Neste exem- 
plo, o domínio de ligação de uma proteína 
ao DNA é codificado por um éon, enquan- 
to o domínio de dimerização da mesma 
proteína é codificado por outro éxon. Es- 
ses domínios proteicos sofrem dobramen- 
tos independentes do resto da proteina e, 
frequentemente, desempenham uma úni- 
ca função (como foi discutido no Cap. 6). 
Portanto, éxons podem frequentemente 
ser permutados entre proteínas de forma 
produtiva. 


unicelulares e têm crescimento rápido - têm menos íntrons do que os orga- 
nismos pluricelulares complexos.) 

Na concepção alternativa, os íntrons jamais existiram em bactérias, já 
que surgiram posteriormente na evolução. De acordo com esse modelo, cha- 
mado modelo tardio dos íntrons, estes foram inseridos em genes que 
anteriormente não continham íntrons, talvez por um mecanismo semelhante 
ao dos transposons (ver Cap. 12). 

Independentemente de qual explicação seja a verdadeira — e, a esta altu- 
ra, é impossível decidir sobre este assunto de maneira inequívoca -, há uma 
segunda questão, talvez mais interessante: por que os introns foram retidos 
nos eucariotos e, em particular, na forma extensiva e quantidade vista em eu- 
cariotos multicelulares? Uma vantagem clara é que a presença dos íntrons, e 
a necessidade de removê-los, permite o processamento alternativo, que pode 
gerar vários produtos proteicos a partir de um único gene. Porém, em uma 
escala ainda maior, há possivelmente outra vantagem proporcionada a estes 
organismos: ter a sequência codificadora dos genes dividida em vários éxons 
permite que novos genes sejam criados por embaralhamento de éxons. Três 
observações são um forte indício de que esse processo efetivamente ocorre. 


* Primeiro, frequentemente, as fronteiras entre os éxons e os íntrons de 
um gene coincidem com os limites entre os domínios (ver Cap. 6) da 
proteína codificada pelo gene. Isto é, com muita frequência, um éxon co- 
difica uma unidade proteica com estrutura independente (em geral, com 
função também independente). Por exemplo, considere-se a proteína de 
ligação ao DNA representada na Figura 14-27. Como na maioria das pro- 
teínas de ligação ao DNA, esta possui dois domínios -o domínio de reco- 
nhecimento do DNA e o domínio de dimerização. Como se vê na figura, 
esses domínios (D1 e D2) são codificados em éxons (E1 e E2) diferentes 
do gene. 


Capítulo 14 Processamento do RNA 


éxon gene do receptor de LDL 


12345678 9 1011121314 DDD 


ES = (Essas) 
gene do gene do 
complemento C9 precursor de EGF 


* Segundo, diversos genes, e suas proteínas codificadas, aparentemente 
surgiram durante a evolução, em parte por meio de duplicação e da di- 
vergência de éxons. As proteínas formadas por unidades repetidas (como 
as imunoglobulinas) provavelmente surgiram desse modo (ver Cap. 12, 
Fig. 12-35). A presença de íntrons entre os éxons torna a duplicação mais 
provável. 

* Terceiro, éxons relacionados às vezes são encontrados em genes não 
relacionados. Isto é, há evidências de que os éxons realmente são rea- 
proveitados em genes que codificam proteínas diferentes. Como exem- 
plo, considere-se o gene do receptor da lipoproteína de baixa densidade 
(LDI) (Fig. 14-28). Esse gene contém alguns éxons que, evolutivamente, 
são claramente relacionados a éxons encontrados no gene que codifica o 
precursor do fator de crescimento epidérmico (EGF). Ao mesmo tempo, 
ele possui outros éxons claramente relacionados a éxons do gene C9 do 
complemento (Fig. 14-28). Exemplos mais amplos de acreção de éxons 
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FIGURA 14-29 Acúmulo, ganho, perda e reembaralhamento de domínios duran- 
te a evolução de uma família de proteinas. A figura apresenta rotas propostas, por meio 
das quais diferentes proteinas relacionadas podem ter evoluído por ganho ou perda de do- 
minias específicos. Três exemplos são mostrados; em todos eles, as proteínas em questão são 
enzimas modificadoras de cromatina (Cap. 8) de leveduras (Y), vermes (W), moscas (F) e seres 
humanos (H). Cada proteína está representada por uma série de domínios, com cores e forma- 
tos diferentes, e acima de cada proteína é indicado o(s) organismo(s) em que se encontra a pro- 
teina com tal arranjo. Alguns arranjos são encontrados em mais de um organismo e, em alguns 
casos, um organismo possui mais de um dos arranjos relacionados para domínios semelhantes. 
Alguns dos dominios — os com funções discutidas nos Capítulos 8 e 19 — estão identificados 
“como segue: bromodomínio (Br); cromodomínio (Ch); domínio de metitransferase de histona 
(HMT; atividade de ATPase associada a enzimas de remodelamento de cromatina (SW12); e 
domínio de dedo de zinco (Znf), (Adaptada, com permissão, de Lander et al. 2001. Nature 409: 
906, Fig. 42. © Macmillan.) 
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FIGURA 14-28 Genes formados 
por partes de outros genes. O gene do 
receptor de LDL (o receptor plasmático da 
lipoproteina de baixa densidade) contém 
um segmento de seis éxons, muito rela- 
cionado aos seis éxons do gene do com- 
plemento C9 e oito éxons estreitamente 
relacionados a oito éxons do gene do 
precursor de EGF (fator de crescimento 
epidérmico). Portanto, o gene do receptor 
de LDL é formado pelo embaralhamento 
de éxons de outros genes e, apesar de não 
mostrado aqui, estes segmentos estão 
também presentes em outros genes, Em 
muitos casos, os Introns não estão loca- 
lizados nas mesmas posições no gene do 
precursor do EGF e na região do gene do 
receptor de LDL correspondente. Quando 
ocorrem no mesmo local, há a indicação 
em linhas pontilhadas. 
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podem ser obtidos da análise de sequências genômicas completas. Como 
se observa na Figura 14-29, existem inúmeros exemplos de proteinas 
compostas por domínios altamente relacionados, utilizados em diferen- 
tes combinações, codificados por genes formados pelo embaralhamento 
de éxons. 


Como foi visto, os éxons tendem a ser curtos (aproximadamente 
150 nucleotídeos), enquanto os íntrons variam de comprimento e podem 
ser realmente longos (até várias centenas de kb). Essa desproporção entre 
os tamanhos assegura maior probabilidade de ocorrência de recombinação 
nos íntrons do que nos éxons em um gene médio de eucariotos superiores. 
Portanto, os éxons apresentam maior probabilidade de serem embaralha- 
dos do que interrompidos ou quebrados. O mecanismo de remoção dos 
íntrons — o uso dos sítios de processamento 5' e 3' — garante que quase 
todos os genes recombinantes sejam expressos, porque os sítios de proces- 
samento de diferentes genes são altamente intercambiáveis. Além disso, 
o processamento alternativo permite testar novas combinações de éxons, 
sem descartar o produto gênico original - ou seja, tanto o produto novo 
como o antigo original podem, a priori, ser sintetizados. 


EDIÇÃO DE RNA 


A edição de RNA é outro modo de alterar 
a sequência de um mRNA 


A edição de RNA, assim como o processamento, pode alterar a sequência de 
um RNA após a sua transcrição. Assim, a proteína produzida pela tradução é 
diferente da prevista pela sequência gênica, mas este exemplo é, talvez, ainda 
mais drástico que o caso do processamento - em vez de rearranjar trechos do 
mRNA, durante a edição, bases individuais são inseridas, deletadas ou altera- 
das. Ou seja, a informação codificadora no RNA é alterada. Existem dois me- 
canismos que medeiam a edição: a desaminação sítio-específica de adeninas 
ou citosinas, e a inserção ou deleção de uridina dirigida por RNA-guia. Serão 
considerados um de cada vez. 

Em uma forma de desaminação sítio-específica, um determinado re- 
síduo de citosina do mRNA é marcado, especificamente, para ser converti- 
do em uridina, por desaminação. Este processo, para uma dada espécie de 
mRNA, em geral ocorre apenas em determinados tecidos ou tipos celulares 
e de maneira regulada. A Figura 14-30 apresenta o gene da apolipoproteína 
B de mamíferos. Esse gene possui vários éxons e, em um desses éxons, existe 
um códon CAA alvo para edição; a base C desse códon será desaminada. 
A desaminação, executada pela enzima citidina desaminase, converte C 
em U (Fig. 14-31). Neste exemplo, a desaminação ocorre de maneira tecido- 
«específica: as mensagens são editadas em células intestinais, mas não em 
células hepáticas. 

Portanto, o códon CAA que, no fígado, é traduzido como glutamina pela 
mensagem não editada, é convertido em UAA — um códon de terminação — 
no intestino. O resultado é que, a proteína completa (com cerca de 4.500 ami- 
noácidos) é produzida no fígado, mas um polipeptídeo truncado com apenas 
cerca de 2.100 aminoácidos é sintetizado no intestino (ver Fig. 14-30). 

Ambas as formas de apolipoproteína B estão envolvidas no metabolis- 
mo lipídico. A forma mais longa, encontrada no fígado, está envolvida no 
transporte do colesterol e dos triglicerídeos produzidos por síntese endógena. 
A forma menor, encontrada no intestino, está envolvida no transporte dos 
lipídeos da dieta para os diversos tecidos. 

Outros exemplos de edição de mRNA por desaminação enzimática in- 
cluem a desaminação da adenosina. Esta reação, realizada pela enzima ADAR 
(adenosina desaminase que atua no RNA) - da qual existem três tipos 
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FIGURA 14-30 Edição de RNA por desaminação. O RNA produzido pelo gene da apo- 
lipoproteina humana é editado de modo tecido-específico, por desaminação de uma citidina 
específica, gerando uma uridina. Esse evento ocorre nos RNAs do intestino, mas não nos do 
fígado, O resultado, como é descrito no texto, é a introdução de um códon de terminação no 
MRNA do intestino, originando uma versão da proteína mais curta do que a produzida no figa- 
do, A figura não está em escala: o éxon editado é o éon 26, e o códon, que parece ocupá-lo 
completamente, na verdade, corresponde a uma parte muito pequena do éon. 


em humanos -, produz inosina. A inosina pode parear com a citosina, alte- 
rando facilmente a sequência da proteína codificada pelo mRNA. O alvo desse 
tipo de edição é um canal iônico expresso no cérebro de mamíferos. Essa 
simples modificação em seu mRNA provoca a alteração de um único amino- 
ácido na proteína, a qual, por sua vez, altera a permeabilidade do canal ao 
Ca". Na ausência dessa edição, o desenvolvimento cerebral fica gravemente 
comprometido. 

Este tipo de edição - desaminação enzimática — parece ser bastante rara, 
mas importante. Em Drosophila, estimou-se que há apenas cerca de 20 cito- 
sinas marcadas para desaminação, mas todas estão em genes envolvidos na 
produção ou na atividade de neutrotransmissores. 

Não está completamente esclarecido como as enzimas desaminase atuam 
de maneira tão específica: seus sítios ativos poderiam agir sobre qualquer ci- 
tosina. Em geral, essas enzimas fazem parte de complexos nos quais outros 
componentes podem influenciar a especificidade da atuação da enzima. Além 
disso, no caso da citosina desaminase que atua na apolipoproteína B, a enzi- 
ma possui um domínio de ligação ao RNA que ajuda a reconhecer o sítio es- 
pecífico para desaminação pelo reconhecimento de uma sequência específica 
ou, talvez, de uma determinada estrutura secundária no RNA. 

Outro papel das enzimas desaminase na defesa celular contra a infecção 
por HIV está descrito no Quadro 14-5, Desaminases e HIV. 


Os RNAs-guia dirigem a inserção e a deleção de uridinas 


Uma forma bastante diferente de edição de RNA é realizada em transcritos de 
RNA que codificam as proteínas mitocondriais de tripanossomos. Neste caso, 
múltiplos nucleotídeos Us são inseridos em regiões específicas dos mRNAs 
após a transcrição (ou, em outros casos, Us podem ser deletados). Essas inser- 
ções podem ser tão extensas que, em casos extremos, correspondem a quase 
metade dos nucleotídeos do mRNA maduro. A adição de Us à mensagem al- 
tera códons e fases de leitura, alterando completamente o “significado” da 


b w 
ADAR 2 
L d 

G W SN 
FIGURA 14-31 Desaminação de 
citosina e adenina para produzir ura- 
cila e inosina. (a) O grupo amino no anel 
nudleotidico é removido pela enzima citi- 
dina desaminase. (b) No caso da desami- 
nação da adenina, o mesmo grupo quími- 
co é removido da adenina por ADAR para 
gerar inosina. 
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mensagem. Como exemplo, considere-se o gene coxIT do tripanossomo. Qua- 
tro nucleotídeos Us são inseridos em uma região específica do mRNA desse 
gene, entre bases adjacentes, em três sítios (um sítio com dois Us, e dois sítios 
adicionais com um U cada). Essas adições trocam alguns códons e causam 
uma alteração “—1” na fase de leitura, necessária para gerar a fase de leitura 
correta, conforme ilustrado na Figura 14-32a. 

Como essas bases adicionais são inseridas? As Us são inseridas no mensa- 
geiro pelos chamados RNAs-guia (gRNAs), como mostrado na Figura 14-32. 
Esses gRNAs variam de 40 a 80 nucleotídeos de comprimento e são codifi- 
cados por genes diferentes dos que codificam os mRNAs sobre os quais eles 
atuam. Cada gRNA divide-se em três regiões. A primeira, na extremidade 5, 
é chamada “âncora” e direciona o gRNA à região do mRNA a ser editada; a 
segunda, determina o local exato da inserção dos Us; e a terceira, na extremi- 
dade 3', é um segmento poli(U). Agora será dado enfoque à maneira pela qual 
os gRNAs dirigem a edição. 

A região-âncora do gRNA contém uma sequência cujas bases pareiam 
com uma região da mensagem imediatamente ao lado (em 3') da região 
que será editada (Fig. 14-32b). A seguir, são dadas as “instruções” para a 
edição: um segmento de gRNA complementar à região da mensagem a ser 
editada, porém, contendo As adicionais. Os As situam-se nas posições do 
ZRNA opostas às posições do mRNA em que serão inseridos os Us. À região 
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FIGURA 14-32 Edição de RNA pela inserção de Us mediada por RNA-guia. Edição 
do RNA do gene coxi de tripanossomo. (a) Posições dos quatro nucleotídeos U inseridos no pré- 
-MRNA do gene coxil. Eles aiteram a fase de leitura e a informação codificada no mRNA, para 
sua forma correta. (b) Sequência do RNA-guis (gRNA) que determina o padrão de inserção de 
Use a sequência do segmento não editado de mRNA. (Q Reação de edição propriamente dita, 
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CONEXÕES CLÍNICAS 


Quadro 14-5 Desaminases e HIV 


A desaminação do mRNA da apolipoproteina & humana des- 
crita no texto é realizada por uma enzima chamada APOBEC1 
(do inglês, apolipoprotein B-editing enzyme, catalytic 
polypeptide-like 1 [enzima de edição de apolipoproteina B, 
semelhante ao polipeptídeo-1 cataltico)). Ela é membro de 
uma família de enzimas que dirige a desaminação de citidi- 
nas no RNA e no DNA. Outro membro da família - APOBEC3G 
(A3G) - é um potente inibidor da infecção por uma ampla 
variedade de retrovírus, incluindo o HIV. 

Como partículas virais, os retrovirus como o HIV pos- 
suem genomas de RNA. Após a infecção, o RNA é convertido 
em uma cópia de cDNA por transcrição reversa (ver Cap. 12). 
A fita menos do cDNA produzido durante a transcrição rever- 
sa é atacada pela enzima A3G. A enzima desamina Cs para 
gerar Us na fita de DNA, levando à hipermutação em níveis 
que o virus não pode suportar, ou mesmo à destruição da fita 
danificada pela DNA glicosilase e pela endonuclease apuríni- 


Para contrapor-se a isso, o HIV selvagem produz uma 
proteina chamada Vif (do inglês, viral infectivity factor 
[fator de infectividade viral) que dirige a degradação pro- 
teossômica da enzima A3G, excluindo-a, assim, das parti- 
culas virais e protegendo o virus em seu próximo ciclo de 
infecção. A Vif é necessária para que o virus cresça em todas 
as suas células-alvo biologicamente relevantes in vivo. Algu- 
mas linhagens celulares usadas em laboratórios para cultivar 
virus conseguem suportar o crescimento de HIV desprovido 
de Vif. Estas células são chamadas de permissivas. Os hete- 
rocários (células geradas pela fusão de dois tipos celulares) 
produzidos a partir de células permissivas e não permissivas. 
possuem o caráter não permissivo. Isso revelou que as célu- 
las não permissivas produzem um fator que se contrapõe à 
replicação viral. Demonstrou-se que este fator é a desamina- 
se A3G, e que as células permissivas poderiam tornar-se não 
permissivas simplesmente pela expressão de AG. 


ca-apirimidínica (Cap. 10). 


poli(U) está localizada na extremidade 3' do gRNA. O papel dos nucleotí- 
deos dessa região não está claro, embora seja proposto que eles prendem o 
ERNA às sequências ricas em purinas do mRNA a montante (a 5’) da região 
editada. 

Como pode ser visto na Figura 14-32c, o gRNA e o mRNA formam um 
dúplex de RNA-RNA, excluindo, sob forma de alças, as regiões de fitas simples 
opostas às em que os Us serão inseridos. Uma endonuclease reconhece e cliva 
o mRNA oposto a essas alças, criando uma lacuna. A edição envolve a transfe- 
rência dos Us para essa lacuna na mensagem. Esse processo é catalisado pela 
enzima terminal 3'-uridilil-transferase (TUTase). 

Após a adição das bases Us, os dois fragmentos do mRNA são ligados por 
uma RNA ligase, e a região “editora” do gRNA continua sua ação ao longo 
do mRNA, na direção 3' para 5'. Um único gRNA pode realizar a inserção de 
vários Us em diferentes locais (como ilustrado na Fig. 14-32). Além disso, em 
alguns casos, vários gRNAs diferentes editam diferentes regiões de uma mes- 
ma mensagem. 


TRANSPORTE DE mRNA 


Após o processamento, o mRNA é compactado e exportado 
do núcleo para o citoplasma para ser traduzido 


Após ser completamente processado — presença de cap, introns retirados e po- 
liadenilado - o mRNA é transportado do núcleo para o citoplasma (Fig. 14-33), 
onde é traduzido e origina um produto proteico (Cap. 15). O deslocamento 
do núcleo para o citoplasma não é um processo passivo. Na verdade, esse des- 
locamento precisa ser cuidadosamente regulado: os mRNAs completamente 
processados representam apenas uma pequena proporção dos RNAs encon- 
trados no núcleo, e muitos dos outros RNAs seriam prejudiciais à célula se 
fossem exportados. Eles compreendem, por exemplo, RNAs danificados ou 
malprocessados e íntrons liberados (os quais, como tendem a ser bem maiores 
do que os éxons, representam uma população de RNA muito maior do que os 
mRNAs maduros). 
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FIGURA 14-33 Transporte dos 
mRNAs para fora do núcleo. A expor- 
tação do RNA do núcleo é um processo 
ativo, e somente determinados (apropria- 
dos) RNAs são selecionados para trans- 
porte, Para ser selecionado, o RNA precisa 
estar ligado a um conjunto correto de 
proteinas. Elas o distinguirão dos outros 
RNAs, que devem permanecer no núcleo 
ou que serão destruídos. As proteinas que 
reconhecem as fronteiras entre éxons, 
por exemplo, indicam que o mRNA foi 
adequadamente processado, enquanto 
as proteinas que se ligam aos introns in- 
dicam um RNA que deve ficar retido no 
núcleo. Chegando ao citoplasma, aigu- 
mas proteínas dissociam-se e outras estão 
prontas para serem utilizadas na tradução 
(Cap: 15). 
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Como são realizados a seleção e o transporte do RNA? Como foi en- 
fatizado neste capítulo e no anterior, a partir do momento em que uma 
molécula de RNA começa a ser transcrita, ela associa-se a proteínas de vários 
tipos: primeiro, proteínas envolvidas no capeamento; depois, fatores de pro- 
cessamento; e por fim, proteínas que promovem a poliadenilação. Algumas 
dessas proteínas são substituídas nas várias etapas durante o processamento; 
outras, não (incluindo, p. ex., algumas proteinas SR — os reguladores de pro- 
cessamento ricos em serina e arginina) (Fig. 14-11); e algumas outras unem- 
-se mais tarde, Como consequência, um mRNA maduro típico carrega uma 
série de proteinas que o identificam como um mRNA pronto para ser trans- 
portado. Outros RNAs, além de não possuírem o conjunto proteico correto 
exigido para o transporte, contêm conjuntos próprios de proteínas que blo- 
quelam ativamente a exportação. Assim, por exemplo, os íntrons removidos 
com frequência possuem hnRNPs (os repressores do processamento vistos 
anteriormente), os quais, provavelmente, marcam os RNAs para retenção e 
degradação. 

Os mRNAs maduros carregam, além de proteínas SR residuais, outro gru- 
po de proteínas que se ligam especificamente às junções éxon-éxon (natural- 
mente, encontradas apenas em exemplares já processados). Os mRNAs tam- 
bém contêm alguns hnRNPs, mas em menor número do que normalmente 
ligados aos introns e, também, em contexto diferente. Isso enfatiza que é o 
conjunto proteico, e não algum tipo específico de proteína, que marca os 
RNAs para exportação ou retenção no núcleo. 

A exportação é feita através de uma estrutura especial da membrana nu- 
clear chamada complexo do poro nuclear. As moléculas pequenas - com 
menos de 50 kDa - podem atravessar o poro sem auxílio, mas as moléculas 
maiores e complexos moleculares, incluindo os mRNAs e as proteínas associa- 
das, precisam de transporte ativo. (Outras moléculas - proteínas produzidas 
no citoplasma, mas que atuam no núcleo, por exemplo - são transportadas na 
direção contrária, do citoplasma para o núcleo, através destes mesmos poros.) 

Os mecanismos de transporte nuclear ultrapassam o escopo deste livro. 
É suficiente dizer que algumas das proteínas associadas ao RNA carregam si- 
nais nucleares de exportação, reconhecidos por receptores de exportação que 
guiam o RNA através do poro. Uma vez no citoplasma, as proteínas são des- 
cartadas e reconhecidas para serem importadas outra vez para o núcleo, onde 
se associarão a outro mRNA e repetirão o ciclo (Fig. 14-33). 
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A exportação requer energia, e esta é fornecida pela hidrólise de GTP por 
uma proteína GTPase, chamada Ran. Como outras GTPases, a Ran existe em 
duas conformações, dependendo da sua ligação a GTP ou GDP, e a transição 
de um estado para outro promove o movimento para dentro ou para fora 


do núcleo. 


RESUMO 


Em quase todos os genes de bactérias e fagos, a fase de leitura 
é uma simples sucessão de códons, sem interrupções. Mas a 
sequência codificadora de diversos genes eucarióticos é frag- 
mentada em segmentos que têm códons interrompidos por 
segmentos com sequências não codificadoras. 

Nesses genes descontínuos, os segmentos codificadores 
são chamados éxons (do inglês, expressed sequences [sequências 
expressas)) e os segmentos não codificadores são chamados 
íntrons (do inglês, intervening sequences [sequências interve- 
nientes]). Algumas regiões não codificadoras também são in- 
cluídas nos mRNAs maduros - as regiões 5' e 3' não traduzidas 
do mRNA « RNAs inteiramente não codificadores, como os 
micro-RNAs (Cap. 20). Estas regiões são, portanto, classifica- 
das como éxons. O número e o tamanho dos introns e dos 
éxons varia muito de gene para gene. Assim, nas leveduras, 
apenas uma proporção relativamente pequena dos genes apre- 
senta introns e, quando ocorrem, estes tendem a ser curtos e 
em pequeno número (um ou, ocasionalmente, dois por gene). 
Em organismos pluricelulares, como os seres humanos, o nú- 
mero de genes contendo introns é muito maior, assim como é 
o número de introns por gene (até 362 em um caso extremo). 
O tamanho dos éxons varia, mas, frequentemente, possui cer- 
ca de 150 nucleotídeos; os íntrons, por sua vez, podem variar 
de 61 pb a até 800 kb. 

Quando um gene contendo íntrons é transcrito, o RNA 
inicialmente contém estes íntrons. Estes são, então, removi- 
dos para gerar o mRNA maduro. O processo de remoção dos 
introns é chamado processamento ou splicing. 

Muitos genes com íntrons originam apenas um tipo de 
MRNA. Isso quer dizer que os íntrons sempre são todos remo- 
vidos do RNA original, resultando em um mRNA constituído 
por todos os éxons. Em outros casos, porém, o processamento 
pode produzir vários mRNAs diferentes a partir de um mes- 
mo gene, por meio do processamento do RNA original de di- 
ferentes maneiras. Assim, por exemplo, alguns genes contêm 
versões alternativas de alguns éxons, em que apenas uma irá 
compor um dado mRNA. Em outros casos, um determinado 
éxon pode ser removido (juntamente com os íntrons) de al- 
gumas cópias do RNA — mais uma vez produzindo uma versão 
alternativa de mRNA a partir do mesmo gene. Considera-se, 
de maneira mais detalhada, um exemplo extremo de proces- 
samento alternativo - o gene Dscam de Drosophila. Neste caso, 
um de seus éxons possui 48 variantes, e todas são encontradas 
no pré-mRNA, mas apenas uma delas (diferente em cada um 
dos casos) é encontrada em cada mRNA. 

Seguências encontradas na fronteira entre introns e éxons 
permitem que a célula identifique os íntrons a serem removi- 
dos, Essas sequências de processamento estão quase exclusiva- 
mente dentro dos íntrons (onde não existem restrições impos- 
tas pela necessidade de codificar aminoácidos, como ocorre nos 
éxons). Essas sequências são chamadas sítios de processamento 
3' e S’, denotando suas localizações relativas em uma ou ou- 
tra extremidade do íntron. Para haver a excisão de um íntron, 


também é necessário um elemento de sequência, chamado sí- 
tio de ramificação, próximo à extremidade 3' do ntron. 

A remoção do intron ocorre por meio de duas reações de 
transesterificação. Na primeira, uma base A do sítio de ramifi- 
cação ataca uma base G do sítio de processamento 5º, Na se- 
gunda, o éxon liberado em 5º ataca o sítio de processamento 
em 3. Essas reações têm duas consequências. A primeira, e 
mais importante, é que elas ligam os dois éxons. A segunda é 
que liberam o intron como uma estrutura ramificada em for- 
mato de laço. 

O processamento dos pré-mRNAs nucleossomais requer 
um grande complexo de proteínas e RNAs, chamado spliceos- 
somo. Este é formado pelas chamadas snRNPs, que são de cin- 
co tipos - U1, U2, U4, US e U6. Cada uma delas compreende 
uma molécula de RNA, a snRNA, de U1 a U6, respectivamente, 
e várias proteínas, a maioria diferente para cada caso. Os com- 
ponentes de RNA têm papel central no reconhecimento dos 
íntrons e na catálise de sua remoção. O spliceossomo é uma es- 
trutura muito dinâmica. Isto é, a constituição do spliceossomo 
é alterada durante as diferentes etapas do processamento - dife- 
rentes subunidades da maquinaria agregam-se ou dissociam-se 
do complexo, cada uma desempenhando sua função. 

A natureza dinâmica do spliceossomo é tal que a ordem 
dos eventos nem sempre é exatamente a mesma. Assim, alguns 
complexos podem ir e vir em uma ordem um pouco diferente 
da descrita na via canônica de formação do spliceossomo, e as 
etapas podem, ocasionalmente, ser revertidas. É provável que 
isso seja resultado da cinética que dirige cada etapa, varian- 
do em diferentes RNAs e sob diferentes circunstâncias. Após 
catalisar a reação de processamento, o spliceossomo é des- 
montado, o que é importante para garantir que as reações de 
processamento não sejam revertidas como um todo e o mRNA 
processado seja prontamente liberado. 

Alguns íntrons raros são capazes de promover sua própria 
remoção das moléculas de RNA, em um processo chamado 
autoexcisão. Embora não se trate de uma reação estritamente 
enzimática, o RNA do íntron promove a reação química da ex- 
cisão. Esses íntrons com autoexcisão podem ser de dois tipos, e 
um deles (grupo II) é processado pela mesma via química me- 
diada pelo spliceossomo. Esses íntrons, provavelmente repre- 
sentam a origem evolutiva dos introns atuais e a via química 
em duas etapas, utilizada por ambos, reflete essa relação evo- 
lutiva (e talvez explique por que os íntrons não são removidos 
por um mecanismo mais direto em apenas uma etapa). 

Os sítios de processamento são definidos por sequências 
muito curtas e com baixos níveis de conservação. Portanto, re- 
conhecer e processar apenas os sítios corretos constitui um de- 
safio significativo para a maquinaria de processamento. Exis- 
tem vários mecanismos pelos quais o spliceossomo aumenta 
sua precisão. Primeiro, ele liga-se aos sítios assim que estes são 
sintetizados. Isso assegura que eles sejam selecionados antes 
que os outros sítios a jusante estejam prontos para competir. 
Em segundo lugar, há outras proteínas — as proteínas SR - que 
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se ligam perto de sítios de processamento legítimos e ajudam a 
recrutar a maquinaria de processamento para esses sítios. Des- 
ta maneira, os sítios autênticos têm, efetivamente, uma maior 
afinidade pela maquinaria do que os chamados pseudossítios, 
com sequências semelhantes. 

Há uma grande variedade de proteínas SR. Cada uma 
liga-se ao RNA por uma superfície e interage com os com- 
ponentes da maquinaria de processamento por outra. Al- 
gumas proteínas SR regulam o processamento. Isto é, uma 
determinada proteína SR pode ser encontrada em um único 
tipo celular e, neste tipo celular, promover, exclusivamente, 
um único tipo de evento de processamento. Outras proteínas 
SR são ativas apenas em presença de sinais fisiológicos espe- 
cíficos, de modo que um dado evento de processamento só 
ocorre em resposta àquele sinal. Assim, as proteínas SR atuam 
como ativadores de transcrição, como será visto em capítulos 
posteriores. De maneira semelhante à regulação da transcri- 
ção, existem repressores de processamento que impedem a 
excisão de introns específicos sob determinadas condições 
ou, em outros casos, interagem com componentes do spli- 
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QUESTÕES 


Para respostas de questões de número par, ver Apêndice 2: Respostas. 


Questão 1. Sugira por que o número médio de íntrons por 
gene na levedura Saccharomyces cerevisiae é muito menor do 
que o número médio de introns por gene no Homo sapiens. 


Questão 2. Os sítios de processamento 5º e 3 são assim 
denominados em relação às extremidades do intron ou dos 
éxons? Além dos sítios de processamento 5º e 3', qual outra 
sequência é necessária para o processamento? Onde está loca- 
lizada esta sequência? 


Questão 3. Começando com um pré-RNA não processado, 
descreva os Intermediários produzidos após a primeira etapa 
na reação de processamento. 


Questão 4. Considerando que as duas principais reações do 
processamento podem ocorrer em ambas as direções, o que 
evita que as reações de processamento procedam na direção 
reversa in vivo? 


Questão 5. Explique a base da interação entre as snRNPs e o 
substrato do processamento, o pré-mRNA. 


Questão 6. Sea sequência do sítio de processamento S' mu- 
dasse de $'-GUAAGU-3' para S'-GUAUGU-3', qual seria o efei- 
to desta alteração de sequência na ligação de U1 e U6 em um 
ensaio de ligação proteína-RNA in vitro? 


Questão 7. Compare os mecanismos de autoprocessamento 
dos introns do grupo I e do grupo II. 


Questão 8. Descreva o produto de uma reação de processa- 
mento na qual o spliceossomo reconhece um “pseudossítio” 
de processamento 3' no íntron ao invés do sítio de processa- 
mento 3' verdadeiro. O pseudossítio fica um pouco a montan- 
te do sítio de processamento 3' verdadeiro. Como isso poderia 
alterar o produto proteico após a tradução? 


Questão 9. Explique como o impedimento estérico pode le- 
var ao processamento mutuamente exclusivo. 
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Questão 10. Como o decaimento mediado por nonsense 
contribui na determinação dos produtos alternativamente 
processados finais disponíveis para a tradução? 


Questão 11. Explique por que a célula pode usar o mecanis- 
mo de desaminação de citidina do mRNA mas não a desami- 
nação de citosina do DNA para a expressão célula-especifica de 
um determinado gene. 


Questão 12. Em um experimento bioquímico, você compa- 
ra os produtos das reações de processamento realizadas in vitro 
usando três substratos diferentes. Em cada caso, o substrato é 
um construto contendo um único intron circundado por dois 
éxons e, em todos os casos, o construto possui o mesmo tama- 
nho básico, No entanto, em um dos casos, o intron é do grupo 
1, em outro, do grupo Il e, no terceiro, o intron é removido 
pelo spliceossomo. Cada construto é marcado de maneira a 
permitir que ele seja detectado após a eletroforese em gel, e 
cada um deles é testado em duas reações - (1) em condições 
que suportam o autoprocessamento e (2) na presença também 
de extrato nuclear. Indique o tipo de intron aos resultados 
apropriados (A, B ou C) no gel apresentado a seguir. Observa- 
-se que, para simplificar, apenas os produtos finais da reação 
de processamento são observados, mas antes da degradação 
dos íntrons. 


Esta página foi deixada em branco intencionalmente. 


CAPÍTULO 1 5 


Tradução 


ção genética contida na sequência de nucleotídeos no RNA mensageiro 

(mRNA) é utilizada para originar as sequências lineares de aminoácidos 
nas proteínas. Esse processo é conhecido como tradução. Dos eventos já 
discutidos, a tradução é um dos mais conservados em todos os organismos e 
um dos eventos de maior gasto energético para a célula. Em células bacteria- 
nas de crescimento rápido, até 80% da energia celular e 50% de seu peso seco 
destinam-se à síntese proteica. Na verdade, a síntese de uma única proteina 
exige a ação coordenada de mais de 100 proteínas e RNAs. Em função da 
natureza complexa do processo de tradução, a discussão foi dividida em dois 
capítulos. Neste, são descritos os eventos que permitem a decodificação do 
mRNA e, no Capítulo 16, será descrita a natureza do código genético e seu 
reconhecimento pelos RNAs transportadores (tRNAs). 

A tradução é um desafio muito mais formidável, em relação à transfe- 
rência da informação genética, do que a transcrição do DNA em RNA. Ao 
contrário da complementaridade entre o molde de DNA e os ribonucleotídeos 
do RNA mensageiro, as cadeias laterais dos aminoácidos têm pouca, ou ne- 
nhuma, afinidade pelas bases purínicas e pirimidínicas encontradas no RNA. 
Por exemplo, as cadeias laterais hidrofóbicas dos aminoácidos alanina, vali- 
na, leucina e isoleucina não formam ligações de hidrogênio com os grupos 
amino e cetona das bases nucleotídicas. Também é difícil imaginar que várias 
combinações diferentes de três bases de RNA possam formar superfícies com 
afinidades específicas pelos aminoácidos aromáticos fenilalanina, tirosina e 
triptofano. Por isso, parecia improvável que interações diretas entre o molde 
de mRNA e os aminoácidos fossem responsáveis pela ordem específica e pre- 
cisa dos aminoácidos em um polipeptídeo. 

Tendo essas considerações em mente, Francis H. Crick propôs, em 1955, 
que os aminoácidos deveriam se ligar a uma molécula adaptadora especial, 
capaz de interagir diretamente com, e reconhecer, as unidades codificadoras 
de três nucleotídeos do mRNA, antes de serem incorporados em polipeptíde- 
os. Crick imaginou que o adaptador seria uma molécula de RNA, porque ele 
precisaria reconhecer as regras de pareamento de bases do código de Watson- 
-Crick. Apenas dois anos mais tarde, Paul C. Zamecnik e Mahlon B. Hoagland 
demonstraram que, antes de sua incorporação às proteínas, os aminoácidos 
ligam-se a uma classe de moléculas de RNA (que constituem 15% de todo o 
RNA celular). Esses RNAs são chamados RNAs transportadores (ou RNAs de 
transferência [tRNAs]) porque o aminoácido é subsequentemente transferido 
para a cadeia polipeptídica em crescimento. 

A maquinaria responsável pela tradução da linguagem do RNA mensa- 
geiro em linguagem de proteínas é composta por quatro componentes bási- 
cos: mRNAs, tRNAs, aminoacil-tRNA sintetases e o ribossomo. Juntos, 
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esses componentes executam a extraordinária tarefa de traduzir um código, 
escrito em um alfabeto de quatro bases, para um segundo código, escrito em 
um alfabeto com 20 aminoácidos. O mRNA fornece a informação que precisa 
ser interpretada pela maquinaria de tradução e é o molde para a tradução. 
A região codificadora de proteína do mRNA consiste em uma série ordenada 
de unidades de três nucleotídeos chamadas códons, que especificam a ordem 
dos aminoácidos. Os tRNAs fornecem a interface física entre os aminoácidos 
sendo adicionados à cadeia polipeptídica crescente e os códons do mRNA. En- 
zimas chamadas aminoacil-tRNA sintetases acoplam os aminoácidos aos seus 
tRNAs específicos, que reconhecem o códon apropriado. O último compo- 
nente fundamental da tradução é o ribossomo, uma impressionante máquina 
de multimegadáltons composta por RNA e proteínas. O ribossomo coordena 
o correto reconhecimento do mRNA por cada um dos tRNAs e catalisa a for- 
mação de ligações peptídicas entre a cadeia polipeptídica crescente e o ami- 
noácido ligado ao tRNA selecionado. 

Primeiro, serão considerados os atributos principais de cada um desses 
quatro componentes. Depois, será descrito como eles trabalham juntos para 
realizar a tradução. Progressos recentes na elucidação da estrutura dos com- 
ponentes da maquinaria de tradução tornam esta área empolgante - rica em 
descobertas mecanicistas. Entre as questões a serem feitas estão: como está 
organizada a informação de sequência nucleotídica no mRNA? Como é a es- 
trutura dos tRNAs, e como as aminoacil-tRNA sintetases reconhecem e ligam 
o aminoácido correto em cada tRNA? Por fim, como o ribossomo coordena a 
decodificação da informação da sequência nucleotídica e a adição de aminoá- 
cidos à cadeia polipeptídica crescente? 


RNA MENSAGEIRO 


Cadeias polipeptídicas são especificadas 
por fases abertas de leitura 


A maquinaria de tradução decodifica apenas uma porção de cada mRNA, 
Como foi visto no Capítulo 2 e será considerado de maneira detalhada no 
Capítulo 16, a informação para a síntese de proteínas está na forma de có- 
dons de três nucleotídeos, e cada um deles especifica um aminoácido. As 
regiões codificadoras de proteína de cada mRNA são compostas por uma ca- 
deia contínua de códons não sobrepostos, chamada fase aberta de lei- 
tura (comumente conhecida como ORF [open reading framel). Cada ORF 
especifica uma única proteína, começando e terminando em sítios internos 
ao mRNA. Ou seja, as extremidades de uma ORF são distintas das extremida- 
des do mRNA. 

A tradução começa na extremidade 5' da ORF e prossegue na direção da 
extremidade 3', um códon de cada vez. O primeiro e o último códons de 
uma ORF são conhecidos como códons de início e de parada (ou térmi- 
no), Nas bactérias, o códon de início é geralmente 5'-AUG-3', mas o códon 
5'-GUG-3' e, às vezes, até mesmo o códon 5'-UUG-3' também são utilizados. 
Células eucarióticas sempre usam o códon de início 5'-AUG-3'. O códon de 
início possui duas funções importantes. Primeiro, ele especifica o primeiro 
aminoácido a ser incorporado na cadeia polipeptídica crescente. Segundo, ele 
define a fase de leitura para todos os códons subsequentes. Como cada códon 
é imediatamente adjacente ao próximo (porém, não sobreposto a ele) e como 
os códons possuem três nucleotídeos, qualquer trecho de mRNA poderia ser 
traduzido em três fases de leitura diferentes (Fig. 15-1). Entretanto, quando a 
tradução começa a fase de leitura é definida. Assim, ao determinar a localiza- 
ção do primeiro códon, o códon de início também determina a localização de 
todos os códons seguintes. 
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I000000000€ 
FIGURA 15-1 Três possíveis fases de leitura da sequência-líder trp de Escherichia 
coli. Os códons de início estão sombreados em verde, e os códons de término, em vermelho. 
A sequência dos aminoácidos da sequência codificadora é indicada embaixo de cada códon, 
pelo código de uma letra. 


Os códons de parada, que são três (S-UAG-3', S-UGA-3' e S'-UAA-3'), 
definem o fim da ORF e sinalizam o término da síntese de polipeptídeos. 
Pode-se, agora, compreender a origem do termo fase aberta de leitura. Ela é 
um trecho contínuo de códons “lidos” em uma determinada fase (conforme 
estabelecido pelo primeiro códon) que é “aberta” para a tradução porque não 
possui um códon de parada (Le., até o último códon da ORF). 

Os mRNAs possuem pelo menos uma ORF. O número de ORFs por 
mRNA é diferente entre eucariotos e procariotos. Os mRNAs eucarióticos 
quase sempre possuem uma única ORF. Em contrapartida, os mRNAs proca- 
rióticos frequentemente contêm duas ou mais ORFs e, portanto, podem co- 
dificar múltiplas cadeias polipeptídicas. Os mRNAs que possuem múltiplas 
ORFs são conhecidos como mRNAs policistrônicos, e os que codificam 
uma única ORF são chamados mRNAs monocistrônicos. Como se apren- 
deu no Capítulo 13, os mRNAs policistrônicos encontrados nas bactérias 
geralmente codificam proteínas que realizam funções relacionadas, como 
diferentes etapas na biossíntese de um aminoácido ou nucleotídeo. As es- 
truturas dos mRNAS típicos de eucariotos e procariotos estão mostradas na 
Figura 15-2. 
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FIGURA 15-2 Estrutura do RNA 
mensageiro. (a) Mensageiro procarió- 
tico policistrônico com três ORFs. Cada 
sítio de ligação ao ribossomo é indicado 
por um retângulo raxo marcado com 
RBS (do inglês, ribosome-binding site). 
(b) Mensageiro eucariótico monocistrôni- 
co. A região do cap 5º é indicada por um 
“circulo” na extremidade do mRNA. 
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Os mRNAs de procariotos possuem um sítio de ligação 
ao ribossomo, que recruta a maquinaria de tradução 


Para que ocorra tradução, o ribossomo precisa ser recrutado para o mRNA. 
Para facilitar a ligação de um ribossomo, muitas ORFs procarióticas contêm 
uma sequência curta a montante (no lado 5') do códon de início chamada 
sítio de ligação ao ribossomo (RBS, ribosome-binding site). Este elemento 
também é chamado de sequência de Shine-Dalgarno, em homenagem 
aos cientistas que a descreveram pela comparação de sequências de múltiplos 
mRNAs. O RBS, geralmente localizado 3 a 9 pb do lado 5' do códon de início, 
é complementar a uma sequência localizada próxima à extremidade 3' de 
um dos componentes de RNA do ribossomo, o RNA ribossomal (rRNA) 165 
(ver Fig. 15-2a). O RBS pareia com este RNA, alinhando o ribossomo ao início 
da ORF. O centro desta região do rRNA 168 possui a sequência 5'-CCUCCU- 
3'. Não supreende que o RBS procariótico seja geralmente uma parcela da se- 
quência 5-AGGAGG-3. A extensão da complementaridade e o espaçamento 
entre o RBS e o códon de início possui forte influência em quão ativamente 
uma determinada ORF é traduzida: alta complementaridade e espaçamento 
adequado promovem tradução ativa, enquanto complementaridade limitada 
e/ou pouco espaçamento geralmente sustentam baixos níveis de tradução. 

Algumas ORFs procarióticas são desprovidas de um RBS forte, mas ainda 
assim são ativamente traduzidas. Estas ORFs não são a primeira ORF de um 
mRNA, mas estão localizadas logo após outra ORF em um mensageiro policis- 
trônico (nem todos os mRNAs procarióticos são policistrônicos). Nestes casos, 
o códon de início da ORF seguinte sobrepõe-se à extremidade 3' da ORF ante- 
rior (na maior parte como uma sequência 5'-AUGA-3', que contém um códon 
de início e de término). Assim, um ribossomo que acabou de concluir a tradu- 
ção da ORF a montante é posicionado para começar a traduzir a ORF a jusante 
a partir do códon de início. Esse arranjo contorna a necessidade de um RBS 
para recrutar o ribossomo. Esse fenômeno de tradução contínua entre duas fa- 
ses de leitura abertas e sobrepostas é conhecido como tradução acoplada. 
É importante observar que, nesta situação, a tradução da ORF a jusante requer 
a tradução da ORF a montante. De fato, com dois genes traducionalmente 
acoplados, uma mutação que leva a um códon de parada prematuro na ORF a 
montante também previne a tradução da ORF a jusante. 


As extremidades 5' e 3' dos mRNAs eucarióticos 
são modificadas para facilitar a tradução 


Ao contrário de seus equivalentes procarióticos, os mRNAs eucarióticos 
recrutam os ribossomos por meio de uma modificação química específi- 
ca, chamada cap 5, localizada na extremidade 5' do mRNA (ver Cap. 13, 
Fig. 13-25). O cap 5' é um nucleotídeo de guanina metilado, ligado à extre- 
midade 5' do mRNA por meio de uma ligação $' a 5' incomum. Produzido 
em três etapas (ver Cap. 13, Fig. 13-24), o nucleotídeo de guanina do cap 5' 
é ligado à extremidade 5” do mRNA por três grupos fosfato. Esta estrutura 
resultante é necessária para recrutar o ribossomo para o mRNA. Uma vez 
ligado ao mRNA, o ribossomo desloca-se na direção 5' — 3, até encontrar 
um códon de início 5'-AUG-3', em um processo chamado rastreamento 
(ou escaneamento). 

Duas outras características dos mRNAs eucarióticos estimulam a tradu- 
ção. Uma delas é a presença, em alguns mRNAs, de uma purina três bases a 
montante do códon de início e de uma guanina imediatamente a jusante (5'- 
G/ANNAUGG-3'). Essa sequência foi originalmente identificada por Marilyn 
Kozak e é chamada sequência de Kozak. Muitos mRNAs eucarióticos não têm 
essas bases, mas sua presença aumenta a eficiência da tradução. Ao contrário 
do que ocorre em procariotos, acredita-se que essas bases interajam com o 
tRNA iniciador, e não com um componente de RNA do ribossomo. Um se- 
gundo aspecto que contribui para a eficiência da tradução é a presença da 


cauda poli(A) na extremidade 3' do mRNA. Como se viu no Capítulo 13, essa 
cauda é adicionada enzimaticamente pela enzima poli(A) polimerase. Apesar 
de sua localização na extremidade 3' do mRNA, a cauda poli(A) aumenta o 
nível de tradução do mRNA pela amplificação do recrutamento de fatores es- 
senciais de início da tradução. Além de seus papéis na tradução, é importante 
observar que estas modificações das extremidades 5’ e 3' também protegem 
os mRNAS eucarióticos da rápida degradação (como será discutido na seção 
Regulação dependente de tradução da estabilidade do mRNA e da proteína). 


RNA TRANSPORTADOR (OU DE TRANSFERÊNCIA) 


Os tRNAs são adaptadores entre códons e aminoácidos 


Central à síntese proteica, está a “tradução” da informação na sequência de 
nucleotídeos (os códons) para aminoácidos. Essa tarefa é executada pelas mo- 
léculas de tRNA, que atuam como adaptadores entre os códons e os aminoá- 
cidos por eles definidos. Existem vários tipos de moléculas de tRNA, mas cada 
uma delas se liga a um aminoácido específico e reconhece um determinado 
códon, ou códons, do mRNA (a maioria dos tRNAs reconhece mais de um 
códon, como será discutido no Cap. 16). As moléculas de tRNA possuem com- 
primento entre 75 e 95 ribonucleotídeos. Embora a sequência exata destes 
tRNAs varie, todos apresentam algumas características em comum. Primeiro, 
todos os tRNAs terminam com uma sequência 5'-CCA-3' na extremidade 3' 
(ver Quadro 15-1, Enzimas de adição de CCA: síntese de RNA sem molde). 
Consistente com esta conservação absoluta, a extremidade 3' desta sequência 
(e do tRNA) é o sítio ao qual será ligado o aminoácido cognato. 

Um segundo aspecto marcante dos tRNAs é a presença de diversas ba- 
ses incomuns em sua estrutura primária. Essas características incomuns são 
geradas após a transcrição, por meio de modificações nas bases normais da 
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CONCEITOS AVANÇADOS 


o 15-1 


Enzimas de adição de CCA: síntese de RNA sem molde 


Conforme foi descrito, a extremidade 5'-CCA-3' é universal- 
mente conservada em todos os tRNAs e é absolutamente 
necessária para a sintese proteica. Curiosamente, quando 
os genes que codificam tRNAs foram clonados, descobriu-se 
que muitos deles não codificam uma extremidade CCA. Em 
vez disso, esses genes terminam três nucleotídeos antes das 
extremidades 3' encontradas no tRNA maduro. Na verdade, 
os genes que codificam muitos dos tRNAs bacterianos e qua- 
se todos os tRNAs eucarióticos não possuem esta sequência 
final de três bases. Então, como estes tRNAs adquirem suas 
extremidades CCA? A resposta está em uma RNA-polimerase 
especializada, chamada enzima de adição de CCA. Como o 
nome sugere, essa enzima adiciona o CCA terminal aos tRNAs 
que inicialmente são desprovidos dessa sequência. Surpreen- 
dentemente, não há um componente de ácido nucleico nessa 
enzima; isto é, as enzimas de adição de CCA adicionam uma 
sequência especifica à extremidade do tRNA sem um molde 
de RNA ou de DNA. 

Como as enzimas de adição de CCA adicionam uma se- 
quência específica sem um molde? Uma série de estruturas 
tridimensionais dessas enzimas começou a revelar a solução. 
Primeiro, como outras RNA e DNA-polimerases, as enzimas 
de adição de CCA possuem apenas um sítio ativo que usa 
um mecanismo de catálise com dois ions metálicos seme- 


lhantes (ver Cap. 9, Fig. 9-6). Dentro desse sítio ativo, um 
aminoácido e um fosfato do nucleotídeo terminal do tRNA 
formam ligações de hidrogênio com bases A e C, mas não 
com G ou U. Esta especificidade pode ser compreendida pela 
observação do padrão de doadores e receptores de ligações 
de hidrogênio em cada uma das bases (ver Cap. 6, Fig. 6-14). 
Os padrões de A e C são sobrepostos, mas os de G e U (ou T) 
são opostos e complementares. De fato, essa complementa- 
ridade é responsável pela especificidade do pareamento de 
bases na hélice de DNA de dupla-fita. Este padrão de liga- 
ções de hidrogênio explica a especificidade da enzima por 
Cepora. 

A especificidade pela adição de C versus A é controla- 
da por alterações no sitio ativo à medida que cada base é 
adicionada. Ao contrário de outras polimerases, o molde de 
tRNA não altera a sua posição à medida que cada nucleo- 
tídeo é adicionado. Em vez disso, o tRNA-molde é mantido 
firmemente no lugar, e cada nucleotídeo adicionado altera a 
estrutura do sítio ativo. O resultado destas alterações é que 
o sítio ativo é específico para C quando um tRNA sem CCA se 
liga, mas é alterado para ser específico para A após a adição 
de dois resíduos de C. Assim que o resíduo de A é adicionado, 
o sítio ativo não está mais disponível para bases adicionais, e 
O tRNA com sua nova extremidade CCA é liberado. 
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FIGURA 15-3 Alguns nucleosídeos 
modificados encontrados no tRNA. 
Auridina e dois nucleotídeos relacionados 
à uridina são apresentados 


Esses 
anticódon 


FIGURA 15-4 Representação da 
estrutura secundária do tRNA, em 
formato de folha de trevo. Nesta re- 
presentação de um tRNA, o pareamento 
de bases entre as diferentes partes do 
tRNA é representado por linhas tracejadas 
vermelhas, 


cadeia polinucleotídica. Por exemplo, a pseudouridina (YU) deriva da uri- 
dina por isomerização, na qual o sítio de ligação da base uracila com a ribose 
é alterado do nitrogênio na posição 1 do anel para o carbono na posição 5 
(Fig. 15-3). De modo semelhante, a di-hidrouridina (D) deriva da uridina 
pela redução enzimática da ligação dupla entre os carbonos nas posições 5 
e 6. Outras bases incomuns encontradas no tRNA incluem a hipoxantina, 
a timina e a metilguanina. Essas bases modificadas não são essenciais para 
a função do tRNA, mas as células que não as possuem apresentam taxas de 
crescimento menores. Isso sugere que as bases modificadas otimizam a fun- 
ção do tRNA. Como será visto no Capítulo 16, a hipoxantina, por exemplo, 
desempenha um papel importante no reconhecimento dos códons por de- 
terminados tRNAs. 


Todos os tRNAs possuem uma estrutura secundária 
comum, semelhante a uma folha de trevo 


Como foi visto no Capítulo 5, normalmente as moléculas de RNA contêm 
regiões de autocomplementaridade, que permitem a formação de pequenos 
segmentos de dupla-hélice, mantidos pelo pareamento entre bases. Outras 
regiões das moléculas de RNA não possuem complemento e, portanto, são de 
fita simples. As moléculas de tRNA apresentam padrão característico e alta- 
mente conservado de regiões de fita simples e de dupla-fita (estrutura secun- 
dária) que pode ser ilustrado como uma folha de trevo (Fig. 15-4). As prin- 
cipais características do tRNA em formato de folha de trevo são uma haste 
aceptora, três hastes em formato de alças (chamadas alça WU, alça D e alça 
do anticódon) e uma quarta alça variável. A seguir, encontra-se a descrição de 
cada uma destas estruturas: 


* A haste aceptora, assim chamada por ser o sítio de ligação do aminoá- 

cido, é formada pelo pareamento entre as extremidades 5' e 3' da molécu- 

la de tRNA. A extremidade 3' da molécula contém a sequência 5'-CCA-3! 

em fita simples que se projeta para fora da dupla-fita da haste. 

A alça YU é assim chamada devido à presença característica da base in- 

comum WU na alça. Frequentemente, essa base modificada é encontrada 

compondo a sequência 5'-TYUCG-3'. 

A alça D é reconhecida pela presença característica de di-hidrouridinas 

na alça. 

A alça do anticódon, como o nome diz, contém o anticódon, um ele- 

mento decodificador formado por três nucleotídeos e responsável pelo 

reconhecimento do códon por meio do pareamento de suas bases com as 

bases do mRNA. O anticódon está sempre delimitado por uma purina em 

sua extremidade 3' e uma uracila na extremidade 5'. 

* A alça variável situa-se entre a alça do anticódon e a alça WU e, como o 
nome infere, varia em tamanho, de 3 até 21 bases. 


Os tRNAs apresentam uma estrutura 
tridimensional em formato de L 


A folha de trevo revela regiões de autocomplementaridade nos tRNAs, Qual 
é a verdadeira configuração tridimensional dessa molécula adaptadora? 
A cristalografia por raios X revelou uma estrutura terciária em formato de L, 
na qual a extremidade da haste aceptora situa-se em um extremo da molécula 
ea alça do anticódon situa-se no outro extremo, a cerca de 70 À de distância 
(Fig. 15-5c). Para entender a relação desta estrutura em formato de L com 
a folha de trevo, considere-se o seguinte: a haste aceptora e a haste da alça 
YU formam uma hélice estendida na estrutura final do tRNA (Fig. 15-5b). De 
maneira semelhante, a haste do anticódon e a haste da alça D formam uma 


segunda hélice estendida. Essas duas hélices estendidas alinham-se formando 
um ângulo reto, aproximando as alças D e YU. 

Três tipos de interações estabilizam a estrutura em formato de L. Primei- 
ro, a formação das duas regiões estendidas de bases pareadas resulta em inte- 
rações de bases empilhadas semelhantes às observadas no DNA de dupla-fita. 
Segundo, ligações de hidrogênio são formadas entre as bases de diferentes 
regiões helicoidais que são aproximadas no espaço tridimensional pela estru- 
tura terciária. Em geral, estas interações base-base são ligações não conven- 
cionais (diferentes do tipo Watson-Crick). Finalmente, há interações entre as 
bases e o esqueleto de açúcar-fosfato. 


LIGAÇÃO DOS AMINOÁCIDOS AO tRNA 


Os tRNAs são carregados pela ligação de um 
aminoácido ao nucleotídeo adenosina da extremidade 3', 
por meio de uma ligação acila de alta energia 


As moléculas de tRNA que possuem um aminoácido covalentemente ligado 
são denominadas moléculas de tRNAs carregadas, e diz-se que as moléculas 
que não têm aminoácido estão descarregadas. O carregamento requer uma 
ligação acila entre o grupo carboxila do aminoácido e o grupo hidroxila 2º ou 
3 (ver discussão posterior) do nucleotídeo adenosina que se projeta para fora 
da haste aceptora na extremidade 3' do tRNA. Essa ligação acila é considerada 
de alta energia porque sua hidrólise provoca grande variação na energia livre. 
Isso é significativo para a síntese proteica: a energia liberada quando a ligação 
acila é quebrada está acoplada à formação das ligações peptídicas que unem 
os aminoácidos uns aos outros nas cadeias polipeptídicas. 


As aminoacil-tRNA sintetases carregam 
os tRNAs em duas etapas 


Todas as aminoacil-tRNA sintetases ligam um aminoácido a um tRNA em 
duas etapas enzimáticas (Fig. 15-6). A primeira é a adenililação, na qual o 
aminoácido reage com ATP para ser adenililado, com liberação concomitante 
de pirofosfato. A adenililação diz respeito à transferência de AMP, em oposi- 
ção à adenilação, que indica a transferência de adenina. Como visto no caso 
da síntese de polinucleotídeos (ver Cap. 9), a principal força que direciona 
a reação de adenililação é a hidrólise subsequente do pirofosfato pela piro- 
fosfatase. Como resultado da adenililação, o aminoácido é ligado ao ácido 
adenílico por meio de uma ligação éster de alta energia, em que o grupo car- 
bonila do aminoácido é ligado ao grupo fosforila da AMP. À segunda etapa 
é o carregamento do tRNA, no qual o aminoácido adenililado, que per- 
manece fortemente ligado à sintetase, reage com o tRNA. Essa reação resulta 
na transferência do aminoácido para a extremidade 3' do tRNA, por meio da 
hidroxila 2º ou 3' e com liberação concomitante da AMP. 

Existem duas classes de tRNA sintetases (Tab. 15-1). As enzimas da classe 
Iligam o aminoácido à 2'-OH do tRNA e geralmente são monoméricas. As de 
classe II ligam o aminoácido à 3'-OH do tRNA e são normalmente diméricas 
ou tetraméricas. Embora a ligação inicial entre o tRNA e o aminoácido seja 
diferente, uma vez livres da sintetase, os aminoácidos rapidamente se equili- 
bram entre a ligação a 3'-OH e 2-0H. 


Cada aminoacil-tRNA sintetase liga um único 
aminoácido a um ou mais tRNAs 


Cada um dos 20 aminoácidos é ligado ao tRNA apropriado por uma única 
tRNA sintetase específica. Como a maioria dos aminoácidos é especificada 
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FIGURA 15-5 Conversão da estru- 


tura em folha de trevo na estrutura 
tridimensional real do tRNA. (a) Re- 
presentação em folha de trevo. (b) Repre- 
sentação em formato de L, mostrando a 
localização das regiões de pareamentos 
no tRNA na sua forma final. (c) Repre- 
sentação em fitas da estrutura real de um 
4RNA, Observa-se que, embora este dia- 
grama ilustre a relação entre a estrutura 
real e a representação em formato de fo- 
Iha de trevo, um tRNA não adquire sua es- 
trutura final pareando suas bases primeiro 
para depois sofrer os dobramentos para o 
formato de L. 
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FIGURA 15-6 Os dois passos do 
carregamento do aminoacil-tRNA. 
(a) Adenililação do aminoácido. (b) Trans- 
ferência do aminoácido adenililado para 
O tRNA. O processo apresentado é para 
uma tRNA sintetase de classe || (que liga o 
aminoácido à 3º-0H). 


TABELA 15-1 Classes de aminoacil-+RNA sintetases 


Classe ll Estrutura quaternária. Classe | Estrutura quaternária 
Giy (as) Glu ta) 
Ala le) Gin (a) 
Pro ta) Arg to) 
Ser (as) Cys (a) 
Thr (a) Met (a) 
His (a) Val (a) 
Asp (x) lle ta) 
Asn (aa) Leu ta) 
tys (a) y (G) 
Phe (aB) Te (e) 


“Adaptada, com permissão, de Delarue M. 1995. Curr: Opin. Struct. Biol. 5: 48-55, Tab. 1. © Elsevier 
As enzimas da classe I geralmente são monoméricas, enquanto as de classe II são diméricas ou tetra- 
méricas, com os resíduos das duas subunidades contribuindo para o sítio de ligação a um único tRNA- 
a. B referem-se a subunidades das tRNA sintetases, e os subscritos indicam sua estequiometria. 


por mais de um códon (ver Cap. 16), é natural que uma mesma sintetase re- 
conheça mais de um tRNA (conhecidos como tRNAs isoaceptores). Entretan- 
to, a mesma tRNA sintetase é responsável pelo carregamento de um mesmo 
aminoácido a todos os tRNAs. Portanto, apenas uma tRNA sintetase liga cada 
aminoácido a todos os tRNAs apropriados. 

A maioria dos organismos possui 20 tRNAs sintetases diferentes, mas 
isso não ocorre em todos os casos. Por exemplo, algumas bactérias não pos- 
suem uma sintetase para carregar o tRNA da glutamina (tRNA“”) com o 
respectivo aminoácido. Em vez disso, uma única espécie de aminoacil-tRNA 
sintetase carrega o tRNA™ bem como o tRNA™ com glutamato. Em uma 
etapa posterior, uma segunda enzima converte (por aminação) as moléculas 
de glutamato dos tRNA“” em glutamina. Isto é, a Glu-tRNA“” é aminada 
em Gin-tRNAS” (o prefixo identifica o aminoácido ligado, e o sobrescrito 
identifica o tipo de códon que o tRNA reconhece). A presença dessa segunda 
enzima dispensa a necessidade da glutamina-tRNA sintetase. Ainda assim, 
uma aminoacil-tRNA sintetase nunca pode ligar mais de um tipo de amino- 
ácido a um dado tRNA. 


As tRNA sintetases reconhecem características 
estruturais únicas de seus respectivos tRNAs 


Como se pode ver a partir das considerações anteriores, as aminoacil-+RNA 
sintetases encaram dois desafios importantes: elas precisam reconhecer o 
conjunto correto de tRNAs para um determinado aminoácido, e elas devem 
carregar todos os tRNAs isoaceptores com o aminoácido correto. Ambos os 
processos precisam ser executados com alta fidelidade. 

Considere-se, primeiramente, a especificidade do reconhecimento do 
tRNA: quais características da molécula de tRNA permitem à sintetase dis- 
tinguir o conjunto correto de tRNAs isoaceptares dos tRNAs para os outros 
19 aminoácidos? As evidências genéticas, bioquímicas e cristalográficas de 
raios X indicam que os determinantes da especificidade estão agrupados 
em dois sítios distantes da molécula: a haste aceptora e a alça do anticódon 
(Fig. 15-7). A haste aceptora é um determinante especialmente importante 
para a especificidade do reconhecimento pela tRNA sintetase. Em alguns ca- 
sos, a alteração de uma única base na haste aceptora (conhecida como base 


haste midade 
aceptora discriminadora aceptora 3º 
ERA | 
haste do 
anticódon 
p= 
do 
aicógon 


FIGURA 15-7 Estrutura do tRNA: elementos necessários para o reconhecimento 
da aminoacil sintetase. 
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FIGURA 15-8 Estrutura cocristalo- 
gráfica da glutaminil aminoacil-tRNA 
sintetase com o tRNA™". Enzima (cin- 
za); tRNA“" (roxo). A molécula amarela, 
vermelha e verde é a glutaminil-AMP. 
Observa-se a proximidade desta molécula 
à extremidade 3” do tRNA e os pontos de 
contato entre o tRNA e a sintetase, (Rath 
VL et al. 1998, Structure 6: 439-449.) 
imagem preparada com MolScript, 
BobScript e Raster3D. 
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FIGURA 15-9 Características dis- 
tintivas de aminoácidos semelhantes. 


discriminadora) é suficiente para alterar o reconhecimento específico de 
uma sintetase para outra. Ainda assim, frequentemente a alça do anticódon 
também contribui para a distinção. A sintetase da glutamina, por exemplo, 
realiza inúmeros contatos com a haste aceptora e com a alça do anticódon, 
inclusive com o próprio anticódon (Fig. 15-8). 

Seria esperado que o anticódon fosse usado normalmente no reconhe- 
cimento pela tRNA sintetase, devido à sua característica na definição de um 
tRNA - é o anticódon que dita o aminoácido que o tRNA deve incorporar à 
cadeia polipeptídica crescente. Entretanto, como um aminoácido pode ser 
especificado por mais de um códon, o reconhecimento do anticódon não 
pode ser utilizado em todos os casos. Por exemplo, o aminoácido serina é 
especificado por seis códons, incluindo 5'-AGC-3' e 5'-UCA-3', que são com- 
pletamente diferentes entre si. Portanto, os tRNAs da serina têm, necessaria- 
mente, vários anticódons diferentes, que não poderiam ser facilmente reco- 
nhecidos por uma única tRNA sintetase. Assim, a sintetase da serina precisa 
basear-se em determinantes situados fora do anticódon para reconhecer seus 
tRNAs. 


A formação do aminoacil-tRNA é muito precisa 


O desafio enfrentado pelas aminoacil-tRNA sintetases para selecionar o 
aminoácido correto talvez seja ainda mais intimidador do que o enfrenta- 
do para reconhecer o tRNA apropriado (Fig. 15-9). O motivo é o tamanho 
relativamente pequeno dos aminoácidos e, em alguns casos, sua semelhan- 
ça. Apesar disso, a frequência de erros de carregamento é muito baixa; em 
geral, menos de 1:1.000 tRNAs é carregado com um aminoácido errado. 
Em certos casos, é fácil entender como essa alta precisão é alcançada. Os 
aminoácidos cisteína e triptofano, por exemplo, diferem substancialmente 
em tamanho, formato e grupos químicos. Mesmo no caso de aminoácidos 
semelhantes, como a tirosina e a fenilalanina (ver Fig. 15-9a), a possibilida- 
de de formação de uma ligação de hidrogênio forte e energeticamente favo- 
rável, com uma hidroxila, que o primeiro possui e o segundo não, permite 
que a sintetase da tirosina (tirosil-tRNA sintetase) discrimine efetivamente 
contra a fenilalanina. 

Mais desafiador ainda é o caso da isoleucina e da valina, que diferem em 
apenas um grupo metileno (ver Fig. 15-9b). A valil-tRNA sintetase pode ex- 
cluir, estericamente, a isoleucina de sua fenda catalítica, porque esta é maior 
do que a valina. Em contrapartida, a valina desliza facilmente na fenda ca- 
talítica da isoleucil-tRNA sintetase. Embora ambos os aminoácidos possam 
ocupar o sítio de ligação da isoleucil-tRNA sintetase com o aminoácido, as 
interações com o grupo metileno extra da isoleucina proporcionarão de -2 a 
-3 kcal/mol de energia livre (ver Cap. 3, Tab. 3-1). Como descrito no Capítu- 
lo 3, se os dois aminoácidos estiverem presentes em concentrações iguais, até 
essa diferença relativamente pequena de energia livre tornará a ligação com 
a isoleucina cerca de 100 vezes mais provável do que a ligação com a valina. 
Portanto, a valina se ligaria a tRNAs de isoleucina em cerca de 19% dos casos; 
no entanto, esta é uma taxa de erro extremamente alta e inaceitável. Como 
se discutiu, a frequência real de incorporações erradas é < 0,1 9%. Como essa 
alta fidelidade é atingida? 


Algumas aminoacil-tRNA sintetases usam um sulco de 
edição para carregar os tRNAs com alta precisão 


Um mecanismo comum para aumentar a fidelidade de uma aminoacil- 
-tRNA sintetase é usar um sistema de revisão dos produtos da reação de 
carregamento, semelhante ao que se viu no caso das DNA-polimerases 
no Capítulo 9. Por exemplo, além de sua fenda catalítica (para adenilila- 
ção), a isoleucil-tRNA sintetase possui um sulco de edição próximo (uma 


fenda profunda na enzima) que permite que ela revise o produto da rea- 
ção de adenililação. O AMP-valina (assim como os adenililatos de outros 
aminoácidos pequenos, como alanina) cabe nesse sulco de edição, onde é 
hidrolisado e liberado como valina livre e AMP. Em contrapartida, o AMP- 
-isoleucina é muito grande para entrar no sulco de edição e, portanto, não 
é submetido à hidrólise, Consequentemente, a isoleuci-tRNA sintetase é 
capaz de discriminar a valina em dois momentos: na ligação inicial e ade- 
nililação do aminoácido (discriminando com um fator de cerca de 100) e, 
depois, na edição do aminoácido adenililado (discriminando novamente 
com um fator aproximado de 100), resultando em uma seletividade to- 
tal de, aproximadamente, 10.000 vezes (i.e., uma taxa de erro de cerca de 
0,019%). 


O ribossomo é incapaz de distinguir tRNAs 
carregados correta ou incorretamente 


A razão pela qual tanta responsabilidade recai sobre as aminoacil-tRNA sin- 
tetases para acoplar o aminoácido adequado a seu tRNA cognato é que o ri- 
bossomo é incapaz de distinguir entre tRNAs carregados correta ou incorreta- 
mente. Em outras palavras, o ribossomo aceita “cegamente” qualquer tRNA 
carregado que possua uma interação correta entre códon e anticódon, con- 
tendo ou não o aminoácido correto. 

Essa conclusão é corroborada por dois tipos de experimentos: um genéti- 
co e outro, bioquímico. O experimento genético envolve o isolamento de um 
tRNA mutante, com a substituição de um nucleotídeo no anticódon. Deve-se 
lembrar de que as tRNA sintetases frequentemente independem da intera- 
ção com o anticódon para reconhecer os respectivos tRNAs. Deste modo, um 
subconjunto de tRNAs pode ter seus anticódons mutados e, mesmo assim, 
carregar seus respectivos aminoácidos usuais. Entretanto, em consequência 
da mutação no anticódon, o tRNA mutante entrega seu aminoácido ao códon 
errado. Em outras palavras, o ribossomo e as proteínas auxiliares que atuam 
em conjunto com o ribossomo (o qual será discutido em breve) verificam, 
basicamente, se o tRNA carregado realiza a interação códon-anticódon com 
o mRNA. O ribossomo e essas proteínas pouco fazem para impedir que um 
tRNA incorretamente carregado adicione um aminoácido impróprio ao poli- 
peptídeo crescente. 

Um experimento bioquímico clássico ilustra bem a questão do ribossomo 
reconhecer o tRNA e não o aminoácido transportado. Considere-se o tRNA 
carregado cisteina-tRNAS” (lembre que o prefixo identifica o aminoácido e o 
sobrescrito identifica a natureza do tRNA). A cisteína ligada à cisteina-tRNAS” 
pode ser convertida em alanina por redução química, gerando alanina-tRNA” 
(Fig. 15-10). Quando adicionada a um sistema acelular de síntese proteica, a 
alanina-tRNA"” introduz alaninas nos códons que especificam posições de 
cisteínas. Portanto, a maquinaria da tradução depende da alta fidelidade das 
aminoacil-tRNA sintetases, para assegurar uma decodificação precisa de cada 
mRNA (ver Quadro 15-2, Selenocisteina). 


RIBOSSOMO 


O ribossomo é a máquina macromolecular que promove a síntese proteica. 
Assim como a tradução de um código de ácidos nucleicos em um código de 
aminoácidos apresenta desafios adicionais em relação à transcrição e à repli- 
cação, o ribossomo é, também, maior e mais complexo do que a maquinaria 
mínima necessária para a síntese do DNA ou do RNA. De fato, polipeptíde- 
os únicos podem realizar a síntese de DNA ou RNA (embora a replicação e 
a transcrição do DNA sejam mais frequentemente mediadas por complexos 
maiores com múltiplas subunidades). Em contrapartida, a maquinaria de po- 
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FIGURA 15-10 Redução química 
da cisteina-tRNA” à alanina-tRNAS”. 
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CONCEITOS AVANÇADOS 


de selenocisteina nos códons UGA requer a presença de um 
elemento especial de sequência em outra região do mRNA. 
Portanto, a selenocisteina pode ser interpretada como um 
21º aminoácido, incorporado às proteinas por uma modifica- 
de enxofre da cisteina (Fig. 1 deste quadro). O interessante ção da maquinaria-padrão de tradução da célula. 

é que a selenocisteina não é incorporada às proteinas por 

modificação química após a tradução (como ocorre com al- 


guns outros aminoácidos incomuns, como a hidraxiprolina, SooH 

encontrada no colágeno). Em vez disso, ela é gerada enzima- Ta RS) 
ticamente, a partir da serina carregada em um tRNA especial, f j 
carregado pela serino-tRNA sintetase, Este tRNA alterado é Ch 

utilizado para incorporar a selenocisteina diretamente em | e 
enzimas como a glutationa peroxidase, no momento da sua SH Se 
sintese. Um fator especifico de alongamento da tradução cisteina selenocisteina 
(semelhante a EF-Tu; ver a seguir) posiciona o selenocisteinil- 


-tRNA sobre um códon do ribossomo (UGA) que normalmen- QUADRO 15-2 FIGURA 1 As estruturas da cisteína e 
te seria reconhecido como códon de término. A incorporação da selenocisteina. 


limerização de aminoácidos é composta por pelo menos três moléculas de 
RNA e mais de 50 proteinas diferentes, com massa molecular média total de 
mais de 2,5 megadáltons. Comparada à velocidade de replicação do DNA - de 
200 a 1.000 nucleotídeos por segundo -, a tradução ocorre em uma veloci- 
dade de apenas 2 a 20 aminoácidos por segundo. 

Nos procariotos, as maquinarias de transcrição e de tradução estão locali- 
zadas no mesmo compartimento. Assim, o ribossomo pode começar a tradu- 
ção do mRNA logo que este emerge da RNA-polimerase. Essa situação permite 
que o ribossomo avance juntamente com a RNA-polimerase à medida que 
esta alonga o transcrito (Fig. 15-11). Deve-se lembrar de que a extremidade 5' 
de um RNA é sintetizada primeiro e, por isso, o ribossomo que inicia a tradu- 
ção na extremidade 5' do mRNA, pode dar início à tradução sobre os transcri- 
tos nascentes logo que estes emergem da RNA-polimerase. Há certas situações 
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FIGURA 15-11 RNA-polimerase procariótica e ribossomos trabalhando no mes- 
mo mRNA. 


em que a concomitância da transcrição e da tradução é explorada durante a 
regulação da expressão gênica, como será visto no Capítulo 18. 

Embora seja lento quando comparado à síntese de DNA em procariotos, o 
ribossomo é capaz de acompanhar a maquinaria de transcrição. A velocidade 
de tradução de 20 aminoácidos por segundo, característica de procariotos, 
corresponde a uma tradução de 60 nucleotídeos (20 códons) de mRNA por 
segundo. Isso se assemelha à taxa de 50 a 100 nucleotídeos por segundo sin- 
tetizados pela RNA-polimerase. 

Ao contrário da situação nos procariotos, nos eucariotos a tradução é 
completamente separada da transcrição. Estes eventos ocorrem em compar- 
timentos separados da célula: a transcrição ocorre no núcleo, enquanto a 
tradução ocorre no citoplasma. Talvez devido à sua total desvinculação da 
transcrição, a tradução nos eucariotos ocorre a uma velocidade mais lenta, de 
2a 4 aminoácidos por segundo. 


O ribossomo é composto por uma 
subunidade maior e uma menor 


O ribossomo é composto por dois subconjuntos de RNA e proteínas, conheci- 
dos como subunidades maior e menor. A subunidade maior contém o centro 
da peptidiltransferase, responsável pela formação das ligações peptídicas. 
A subunidade menor contém o centro de decodificação, no qual os tRNAs 
carregados leem ou “decodificam” os códons do mRNA. 

Convencionalmente, as subunidades maior e menor são designadas de 
acordo com sua velocidade de sedimentação quando submetidas à força 
centrífuga (Fig. 15-12). A unidade utilizada para medir a velocidade de sedi- 
mentação é o Svedberg (5; quanto maior o valor de 5, maior é a velocidade 
de sedimentação e maior é a molécula), em homenagem ao inventor da 
ultracentrífuga e ganhador do Prêmio Nobel, Theodor Svedberg. Nas bac- 
térias, a subunidade maior tem velocidade de sedimentação de 50 unida- 
des Svedberg, sendo conhecida, por isso, como subunidade 50S, enquanto 
a subunidade menor é chamada subunidade 305. O ribossomo procariótico 
completo é chamado ribossomo 708. Observa-se que 70S é menos do que 
a soma de 505 e 305. A explicação para esta aparente discrepância é que a 
velocidade de sedimentação é determinada pelo formato e pelo tamanho e, 
portanto, não é uma medida exata de massa. O ribossomo eucariótico é um 
pouco maior, composto por subunidades 605 e 405, que juntas formam um 
ribossomo 805. 

As subunidades maior e menor são compostas por um ou mais RNAs 
(conhecidos como RNAs ribossômicos, RNAs ribossomais, ou rRNA), e por 
várias proteínas ribossomais (Fig. 15-13). Mais uma vez, usam-se as unidades 
Svedberg para distinguir os rRNAs. Assim, em bactérias, a subunidade 50S 


FIGURA 15-12 A sedimentação por ultracentrifugação separa as subunidades ri- 
bossomais bacterianas do ribossomo inteiro. 


Capítulo 15 Tradução 


521 


522 Parte4 Expressão do Genoma 


cos 
(PM=2800000) |» NASS 


ribossomo | nucleotídeos) 
eucariótico 


sos 
(PM = 4.200.000) 


“os (RNA 18S 
(PM = 1.400.000) (1.900 
nucleotídeos) 


L -33 proteinas 


FIGURA 15-13 Composição dos ribossomos procariótico e eucariótico. A com- 
posição proteica e os rRNAs das diversas subunidades são indicadas. Também são apresen- 
tados os tamanhos dos rRNAs, o peso molecular, ou massa molecular, (PM) e o número de 
proteinas ribossomais de cada subunidade. 


contém um rRNA 5S e um rRNA 235, enquanto a subunidade 308 contém um 
único rRNA 168. Embora existam muito mais proteínas ribossomais do que 
IRNAs em cada subunidade, mais de dois terços da massa do ribossomo pro- 
cariótico é RNA. Isso acontece porque as proteínas ribossomais são pequenas 
(a massa molecular média de uma proteína ribossomal da subunidade menor 
de procariotos é cerca de 15 kDa). Em contrapartida, os rRNAS 168 e 235 são 
grandes. Deve-se lembrar de que um único nucleotídeo tem, em média, massa 
molecular de 330 dáltons; por isso, o TRNA 235, com 2.900 nucleotídeos de 
comprimento, tem massa molecular de quase 1.000 kDa. 


Em cada ciclo de tradução, as subunidades 
maior e menor associam-se e dissociam-se 


Essencialmente, o mecanismo de tradução é um ciclo em que as subuni- 
dades maior e menor do ribossomo se associam entre si e com o mRNA, 
traduzem o mRNA-alvo e, então, dissociam-se ao término do ciclo de síntese 
proteica. Essa sequência de associação e dissociação é conhecida como ci- 
clo do ribossomo (Fig. 15-14). Resumidamente, a tradução começa com 
a ligação do mRNA e de um tRNA de início a uma subunidade ribossomal 
menor livre. Então, o complexo subunidade menor-mRNA-tRNA iniciador 
recruta uma subunidade maior, formando um ribossomo completo com o 
mRNA intercalado entre as duas subunidades. A síntese proteica é iniciada 
na etapa seguinte, começando no códon de início da extremidade 5' da 
mensagem e seguindo em direção à extremidade 3' do mRNA. À medida que 
o ribossomo se desloca códon a códon, um tRNA carregado após outro, é 
encaixado no centro de decodificação e no sítio da peptidiltransferase do ri- 
bossomo. Quando o ribossomo encontra um códon de término, a cadeia po- 
lipeptídica, agora completa, é liberada e o ribossomo dissocia-se do mRNA, 
como subunidades maior e menor, separadas. Agora essas subunidades estão 
disponíveis para ligar-se a uma nova molécula de mRNA e repetir o ciclo da 
síntese proteica. 

Embora um ribossomo só possa sintetizar um polipeptídeo por vez, cada 
mRNA pode ser traduzido, ao mesmo tempo, por vários ribossomos (para 
simplificar, considere-se uma mensagem monocistrônica). Um mRNA por- 
tando vários ribossomos é conhecido como polirribossomo ou polissomo 
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FIGURA 15-14 Visão geral dos eventos da tradução: o ciclo do ribossomo. 


(Fig. 15-15). Cada ribossomo interage com aproximadamente 30 nucleotídeos 
de mRNA, mas, devido ao seu tamanho, a densidade permitida equivale a um 
ribossomo a cada 80 nucleotídeos de mRNA. Ainda assim, mesmo uma ORF 
pequena com 1.000 bases (que codificaria uma proteína com -35 kDa) pode 
ligar-se a mais de 10 ribossomos e, portanto, dirigir a síntese simultânea de 
múltiplos polipeptídeos. 

A capacidade de vários ribossomos agirem sobre um mesmo mRNA expli- 
ca a quantidade relativamente pequena de mRNA por célula (em geral, 1 a 5% 
do RNA total). Se um mRNA pudesse ser traduzido apenas por um ribossomo 
de cada vez, apenas 10% dos ribossomos estariam simultaneamente enga- 
jados na síntese proteica. A associação de vários ribossomos em um mesmo 
mRNA, por sua vez, indica que a maioria dos ribossomos está envolvida na 
tradução, em um dado momento. 


Novos aminoácidos são ligados à extremidade 
carboxiterminal da cadeia polipeptídica crescente 


Como se sabe, as cadeias polinucleotídica e polipeptídica têm polaridades 
intrínsecas. Portanto, para cada caso, pode-se perguntar qual é a extremidade 
sintetizada primeiro na cadeia. Conforme se aprendeu nos Capítulos 9 e 13, o 
DNA e o RNA são sintetizados pela adição de cada novo nucleotídeo trifosfato 
à extremidade 3' da cadeia polinucleotídica crescente (geralmente chamada 
de síntese na direção 5’ » 3'). 
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FIGURA 15-15 Polirribossomo. 
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FIGURA 15-16 Reação da pepti- 
diltransferase. 


Qual é a ordem de síntese de uma cadeia polipeptídica crescente? Isso 
foi primeiramente demonstrado em um experimento clássico realizado 
por Howard Dintzis, que está descrito no Capítulo 2. Esse experimento de- 
monstrou que cada novo aminoácido deve ser adicionado à extremidade 
carboxiterminal da cadeia polipeptídica crescente (frequentemente referida 
como síntese na direção amino para carboxiterminal). Como descrito na 
próxima seção, este direcionamento resulta diretamente da química da sín- 
tese proteica. 


As ligações peptídicas são formadas pela transferência da 
cadeia polipeptídica crescente de um tRNA para outro 


O ribossomo catalisa apenas uma reação química: a formação da ligação pep- 
tídica. Essa reação ocorre entre o aminoácido que está na extremidade car- 
boxiterminal do polipeptídeo crescente e o aminoácido que será adicionado 
à cadeia, Tanto o aminoácido da cadeia em crescimento quanto o que será 
adicionado estão ligados a tRNAs; consequentemente, durante a formação 
da ligação peptídica, o polipeptídeo crescente está continuamente ligado a 
um tRNA. 

Os verdadeiros substratos para cada ciclo de adição de aminoácido são 
duas espécies de tRNAs carregados - um aminoacil-tRNA e um peptidil- 
-tRNA. Como foi discutido anteriormente neste capítulo (ver seção sobre 
Ligação dos aminoácidos aos tRNAs), a extremidade 3' do aminoacil-tRNA 
está ligada ao grupo carboxila do aminoácido. O peptidil-tRNA está ligado, 
exatamente da mesma maneira (pela extremidade 3'), à extremidade carbo- 
xiterminal da cadeia polipeptídica crescente. A ligação entre o aminoacil- 
-tRNA e o aminoácido não é rompida durante a formação da próxima ligação 
peptídica. Em vez disso, a ligação entre o peptidil-tRNA e a cadeia polipep- 
tídica crescente é quebrada à medida que à cadeia crescente é ligada ao gru- 
po amino do aminoácido ligado ao aminoacil-tRNA para formar uma nova 
ligação peptídica. 

Para catalisar a formação da ligação peptídica, as extremidades 3º dos dois 
tRNAs são aproximadas pelo ribossomo. O posicionamento do tRNA resultan- 
te permite ao grupo amino do aminoácido ligado ao aminoacil-tRNA atacar 
o grupo carbonila do aminoácido mais carboxiterminal ligado ao peptidil- 
«RNA. O resultado deste ataque nucleofílico é a formação de uma nova liga- 
ção peptídica entre os aminoácidos ligados aos tRNAs e a liberação da cadeia 
polipeptídica do peptidil-tRNA (Fig. 15-16). Este método de síntese polipeptí- 
dica apresenta duas consequências. Primeira, este mecanismo de formação de 
ligação peptídica requer que a extremidade aminoterminal da proteína seja 
sintetizada antes da extremidade carboxiterminal. Segunda, a cadeia polipep- 
tídica em crescimento é transferida do peptidil-tRNA para o aminoacil-tRNA. 
Por esta razão, a reação que forma a nova ligação peptídica é chamada rea- 
ção da peptidiltransferase. 

Curiosamente, a formação da ligação peptídica ocorre sem hidrólise si- 
multânea de um nucleosídeo trifosfatado. Isso acontece porque a formação 
da ligação peptídica é promovida pela quebra da ligação da acila de alta 
energia que liga a cadeia polipeptídica crescente ao tRNA. Deve-se ter em 
mente que essa ligação foi produzida durante o carregamento do tRNA, ca- 
talisado pela tRNA sintetase. A reação de carregamento envolve a hidrólise 
de uma molécula de ATP. Portanto, a energia para a formação da ligação 
peptídica origina-se da molécula de ATP hidrolisada durante a reação de 
carregamento do tRNA (Fig. 15-6). 


Os RNAs ribossomais são determinantes 
estruturais e catalíticos do ribossomo 


Embora o ribossomo e suas funções básicas tenham sido descobertos há mais 
de 40 anos, a determinação de várias estruturas tridimensionais de alta reso- 
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FIGURA 15-17 Duas imagens do ribossomo. Em ambas as imagens, a subunidade 505 
está acima da 305, A fenda entre as subunidades 505 e 305, na imagem da direita, representa 
o sítio de associação com o tRNA (ver Fig. 15-19b), O componente de RNA da subunidade 
505 é mostrado em cinza, o componente proteico da subunidade SOS é mostrado em roxo; 
o componente de RNA da subunidade 305 é mostrado em azul-claro; o componente proteico 
da subunidade 305 é mostrado em azul-escuro. (Yusupov M.M. et al. 2001. Science 292: 
883-896.) Imagens preparadas com MolScript, BobScript e Raster3D. 


lução do ribossomo aumentou enormemente o entendimento sobre o fun- 
cionamento dessa máquina molecular (Fig. 15-17). Talvez o resultado mais 
importante desses estudos tenha sido o achado de que os rRNAs são muito 
mais do que componentes estruturais do ribossomo. Em vez disso, eles são 
diretamente responsáveis por funções essenciais do ribossomo. O exemplo 
mais óbvio disso é a demonstração de que o centro da peptidiltransferase é 
composto quase totalmente por RNA, como discutido de maneira detalha- 
da mais tarde. O RNA também desempenha um papel central na função da 
subunidade menor do ribossomo. As alças dos anticódons dos tRNAs carrega- 
dos e os códons do mRNA interagem com o rRNA 165, e não com as proteinas 
ribossomais da subunidade menor. 

Outra indicação da importância do RNA na estrutura e na função do ri- 
bossomo é que a maior parte das proteínas do ribossomo está localizada na 
periferia e não no interior do ribossomo (ver Fig. 15-17). Os domínios fun- 
cionais essenciais do ribossomo (o centro da peptidiltransferase e o centro 
de decodificação) são compostos, inteira ou predominantemente, por RNA. 
Partes de algumas proteínas ribossomais alcançam o núcleo das subunidades, 
onde parecem estabilizar os IRNAs compactados firmemente, protegendo as 
cargas negativas de seus esqueletos de açúcar-fosfato. Na verdade, é provável 
que o ribossomo atual tenha evoluído de uma máquina primitiva de síntese 
de proteínas, inteiramente composta por RNA, e que as proteínas ribossomais 
tenham sido adicionadas para amplificar a função dessa máquina primordial 
de RNA. 


O ribossomo possui três sítios de ligação para tRNA 


Para realizar a reação de transferência da ligação peptídica, o ribossomo deve 
ser capaz de ligar-se a pelo menos dois tRNAs simultaneamente. Na verdade, 
o ribossomo possui três sítios de ligação com o tRNA, chamados A, P e E 
(Figs. 15-18 e 15-19). O sítio A é o sítio de ligação para o aminoacil-tRNA, o 
sítio P é o sítio de ligação para o peptidil-tRNA e o sítio E (do inglês, exit [de 
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FIGURA 15-18 O ribossomo possui 
três sítios de ligação ao tRNA. Esta ilus- 
tração esquemática do ribossomo mostra 
os três sítios de ligação (E, P e A), que se 
estendem sobre as duas subunidades. 
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FIGURA 15-19 Imagens da estrutura tridimensional do ribossomo, incluindo 
os três tRNAs ligados. Os sítios E, P e A de tRNA são representados em amarelo, vermelho 
e verde, respectivamente, As cores que representam os componentes de RNA e de proteinas 
das duas subunidades do ribossomo são as mesmas utilizadas na Figura 15-17, (a, b) Duas 
imagens do ribossomo ligado a três tRNAs nos sítios E, P e A. Observa-se que as imagens à 
esquerda (a) e à direita (b) mostradas aqui correspondem às imagens do ribossomo mos- 
tradas na Figura 15-17, (c) A subunidade 505 isolada com os tRNAs, da maneira vista no 
ribossomo completo. (Esta imagem é a visão da subunidade maior a partir da subunidade 
menor) O centro da peptidiltransferase está assinalado com um círculo. (d) A subunidade 305 
isolada com os tRNAs, da maneira vista no ribossomo completo. O centro de decodificação 
está indicado com um circulo. (Yusupov M.M, et al. 2001, Science 292: 883-896.) Imagens 
preparadas com MolScript, BobScript e Raster3D. 


saídal) é o sítio de ligação para o tRNA que será liberado após a transferência 
da cadeia polipeptídica crescente para o aminoacil-tRNA. 

Cada sítio de ligação ao tRNA é formado na interface entre as subunida- 
des maior e menor do ribossomo (Fig. 15-19a,b). Desta maneira, os tRNAs 
ligados podem conectar o centro da peptidiltransferase na subunidade maior 
(Fig. 15-19c) e o centro de decodificação na subunidade menor (Fig. 15-19). 
As extremidades 3' dos tRNAs ligados aos aminoácidos ou à cadeia peptídica 


em crescimento estão adjacentes à subunidade maior. As alças de anticódons 
dos tRNAs ligados estão adjacentes à subunidade menor. 


Canais no ribossomo possibilitam a entrada e a 
saída do mRNA e do polipeptídeo crescente 


Os centros de decodificação e da peptidiltransferase estão no interior do ri- 
bossomo completo. Entretanto, durante a tradução, o mRNA precisa percor- 
rer o centro de decodificação e a cadeia polipeptídica nascente precisa escapar 
do centro da peptidiltransferase. Como esses polímeros entram (no caso do 
mRNA) e saem do ribossomo? A resposta está na própria estrutura do ribosso- 
mo, que apresenta “túneis” de entrada e saída. 

O mRNA entra e sai do centro de decodificação através de dois estrei- 
tos canais na subunidade menor. O canal de entrada tem largura suficiente 
apenas para passagem de mRNA não pareado. Esta característica garante que 
o mRNA esteja em forma de fita simples quando entra no centro de deco- 
dificação pela remoção de quaisquer interações intramoleculares de parea- 
mento de bases que possam ter sido formadas no mRNA. Entre os dois canais, 
há uma região acessível aos tRNAs, na qual códons adjacentes podem ligar- 
-se ao aminoacil-tRNA e ao peptidil-tRNA, nos sítios A e P, respectivamente. 
Curiosamente, há uma dobra pronunciada no mRNA entre os dois códons, 
que facilita a manutenção da fase de leitura correta (Fig. 15-20). Essa dobra 
posiciona o códon do sítio A que ficou “vago” após um ciclo de deslocamen- 
to (translocação) do ribossomo para uma posição diferente, evitando que o 
aminoacil-tRNA a ser incorporado tenha acesso às bases imediatamente adja- 
centes ao códon da vez. 

Um segundo canal na subunidade maior fornece uma via de saída para a 
cadeia polipeptídica recém-sintetizada (Fig. 15-21). Assim como nos canais 
de mRNA, o calibre do canal limita os dobramentos da cadeia polipeptídica 
crescente. Neste caso, o polipeptídeo pode formar uma a-hélice no interior 
do canal, mas outras estruturas secundárias (como folhas 8) e interações ter- 
ciárias podem ser formadas apenas após a saída do polipeptídeo da subuni- 
dade maior do ribossomo. Por este motivo, a estrutura tridimensional final 
de uma proteina recém-sintetizada só é formada após a sua liberação do 
ribossomo. 

Agora que foram descritos os quatro componentes principais do pro- 
cesso de tradução, o restante do capítulo se concentrará, de maneira mais 
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FIGURA 15-20 Interação entre 
os tRNAs dos sítios A e P e o mRNA 
dentro do ribossomo. Duas visões das 
estruturas do mRNA e dos tRNAs são 
apresentadas como encontradas no ribos- 
somo. Para maior clareza, o ribossomo 
não está representado. Os tRNAs dos sl- 
tios E, P, e À estão representados em ama- 
relo, vermelho e verde, respectivamente, 
e o mRNA está representado em azul. 
Apenas as bases envolvidas na interação 
códon-anticódon estão representadas, 
A forte torção no mRNA faz uma clara 
distinção entre os códons dos sítios A e P. 
A grande proximidade das extremidades 
3" dos tRNAs dos sítios A e P pode ser 
observada na imagem inferior, (Yusupov 
MM, et al. 2001 Science 292: 883- 
896.) Imagem preparada com MolScript, 
BobScript e Raster30. 


FIGURA 15-21 Túnel de saída do 
polipeptídeo. Nesta imagem, a subuni- 
dade 505 está cortada ao meio para 
mostrar o túnel de saida do polipeptídeo. 
O rRNA está em branco, e as proteinas ri- 
bossomais, em amarelo. Os três tRNAs liga- 
dos estão coloridos da seguinte maneira: 
sítio E (marrom), sítio P (cor-de-rosa) e sítio 
A (verde), As regiões vermelha e dourada 
do rRNA adjacente ao tRNA do sítio A são 
componentes do centro da peptidiltrans- 
terase. (Cortesia de T, Martin Schmeing e 
Thomas Steitz; adaptada, com permissão, 
de Schmeing T.M. et al. 2002. Nat. Struct. 
Biol. 9: 225-230. © Macmillan.) 
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FIGURA 15-22 Visão geral dos 
eventos de início da tradução. 


sitodelgação NA códon Subunidade 
comorbossomo 1685 de inicio 


FIGURA 15-23 O rRNA 165 inte- 
rage com o RBS para posicionar o 
AUG no sitio P. Esta ilustração mostra 
um mRNA com a separação ideal entre o 
RBS e o AUG de início. Este espaçamento. 
coloca o AUG na região do sítio P. Mui- 
tos MRNAS não possuem espaçamentos 
ideais, levando a uma taxa reduzida de 
início da tradução. Outros mANAs são to- 


talmente desprovidos de RBS e recrutam o 
ribossomo por mecanismos distintos. 


detalhada, em cada fase da tradução. A descrição seguirá a ordem das três 
fases da tradução: início da síntese de uma nova cadeia polipeptídica, alon- 
gamento do polipeptídeo crescente e término da síntese polipeptídica. 
Como será visto, há semelhanças e diferenças importantes entre os pro- 
cariotos e os eucariotos quanto às estratégias empregadas para executar a 
síntese proteica. Nas seções seguintes, será considerada a natureza da ma- 
quinaria de tradução de ambos os tipos de células. Assim como na síntese 
do DNA e do RNA, embora na tradução o ribossomo seja o centro da ati- 
vidade, fatores auxiliares desempenham funções essenciais em cada etapa 
da tradução e são necessários para que a síntese proteica ocorra de modo 
rápido e preciso. 


INÍCIO DA TRADUÇÃO 


Para que a tradução inicie com sucesso, três eventos devem ocorrer 
(Fig. 15-22): o ribossomo deve ser recrutado ao mRNA; um tRNA carregado 
deve ser posicionado no sítio P do ribossomo; e o ribossomo deve ser preci- 
samente posicionado sobre o códon de início. O correto posicionamento do 
ribossomo sobre o códon de início é fundamental, porque estabelece a fase 
de leitura para a tradução do mRNA. Um deslocamento no ribossomo, ainda 
que de uma única base, resultaria na síntese de um polipeptídeo completa- 
mente diferente (ver discussão sobre o mRNA anteriormente e no Cap. 16). 
As diferenças nas estruturas dos mRNAs procarióticos e eucarióticos resultam 
em modos bastante distintos para atingir esse objetivo. Inicia-se abordando 
os eventos de início nos procariotos e, a seguir, discutem-se as diferenças ob- 
servadas nas células eucarióticas. 


Os mRNAs procarióticos são inicialmente 
recrutados para a subunidade menor pelo 
pareamento de bases com o rRNA 


A montagem do ribossomo sobre o mRNA ocorre em duas etapas. Primeiro, à 
subunidade menor associa-se com o mRNA. Como descrito durante a discus- 
são sobre a estrutura do mRNA em procariotos (ver Fig. 15-2), a associação da 
subunidade menor com o mRNA é mediada por interações de pareamentos 
de bases entre o RBS e o rRNA 168 (Fig. 15-23). Quando os RBSs estão na po- 
sição ideal, a subunidade menor posiciona-se sobre o mRNA, de modo que o 
códon de início esteja no sítio P quando a subunidade maior associar-se ao 
complexo. A subunidade maior só se associa à menor no fim do processo de 
início, imediatamente antes da formação da primeira ligação peptídica. Por- 
tanto, muitos dos eventos-chave do início da tradução ocorrem na ausência 
do ribossomo completo. 


Um tRNA especializado, carregado com uma 
metionina modificada, liga-se diretamente 
à subunidade menor dos procariotos 


O início da tradução é o único momento em que um tRNA se liga ao sítio 
P sem ocupar previamente o sítio A. Esse evento requer um tRNA especial 
conhecido como tRNA iniciador, que pareia com o códon de início - em 
geral, AUG ou GUG. Estes códons têm significados diferentes quando ocor- 
rem dentro de uma ORF, onde são lidos por tRNAs para metionina (tRNA"““) 
e valina (tRNA™), respectivamente (ver Cap. 16). Embora o tRNA iniciador 
seja primeiramente carregado com uma metionina, um grupo formil é rapida- 
mente adicionado ao grupo amino da metionina por uma enzima específica 
(Met+RNA transformilase). Assim, em vez de valina ou metionina, o tRNA 
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FIGURA 15-24 Metionina e N-formil metionina. 


iniciador é acoplado à N-formil metionina (Fig. 15-24). O tRNA Iniciador 
carregado é chamado de fMet-tRNA,™". 

Seria possível pensar que, como a N-formil metionina é o primeiro ami- 
noácido à ser incorporado nas cadeias polipeptídicas, todas as proteínas 
procarióticas teriam um grupo formila em sua extremidade aminoterminal. 
Entretanto, isso não ocorre, porque uma enzima conhecida como desfor- 
milase remove o grupo formila da extremidade aminoterminal, durante ou 
após a síntese da cadela polipeptídica. Na verdade, muitas proteínas pro- 
carióticas sequer começam com metionina; frequentemente, as peptidases 
removem a metionina aminoterminal juntamente com mais um ou dois 
aminoácidos. 


Três fatores de início direcionam a formação de um 
complexo de início que contém mRNA e o tRNA iniciador 


O início da tradução em procariotos começa com a subunidade menor e é ca- 
talisado por três fatores de início da tradução, chamados IF1, IF2 e IF3. 
Cada um facilita um passo importante do processo de início. 


+ IFI evita que os tRNAs se liguem à porção da subunidade menor que fará 
parte do sítio A. 

* IF2 é uma GTPase (proteína que se liga e hidrolisa GTP) que interage com 
três componentes essenciais da maquinaria de início: a subunidade me- 
nor, IF1, e o tRNA iniciador carregado (fMet-tRNA "“). Ao interagir com 
esses componentes, IF2 facilita a subsequente associação de fMet-tRNA ^“ 
à subunidade menor e impede que outros tRNAs carregados se associem 
à subunidade menor. 


TF3 liga-se à subunidade menor e bloqueia sua reassociação a uma 
subunidade maior. Como o início requer uma subunidade menor livre, a 
ligação do IF3 é essencial para um novo ciclo de tradução. IF3 associa-se à 
subunidade menor ao fim de um ciclo de tradução, auxiliando na disso- 
ciação do ribossomo 70S em suas subunidades maior e menor. 


Todos os fatores de início ligam-se a um dos três sítios de ligação de 
tRNAs da subunidade menor, ou às proximidades destes. Consistente com 
seu papel no bloqueio da ligação de tRNAs carregados ao sítio A, IF1 liga- 
-se diretamente à porção da subunidade menor que se tornará o sítio A. 
IF2 liga-se a IF1 e passa pelo sítio A chegando ao sítio P para contactar 
fMet-tRNA “º. Finalmente, IF3 ocupa a parte da subunidade menor que 
se tornará o sítio E. Assim, dos três potenciais sítios de ligação ao tRNA na 
subunidade menor, apenas o sítio P é capaz de ligar-se a um tRNA na pre- 
sença de fatores de início. 

Com os três fatores de início ligados, a subunidade menor está prepara- 
da para ligar-se ao mRNA e ao tRNA iniciador (Fig. 15-25). Esses dois RNAs 
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FIGURA 15-25 Resumo do início 
da tradução em procariotos. 


podem ser ligados em qualquer ordem e independentes entre si. Como dis- 
cutido anteriormente, a ligação ao mRNA envolve o pareamento de bases 
entre o RBS e o rRNA 165 da subunidade menor. Enquanto isso, a ligação 
de fMet-tRNA M“ à subunidade menor é facilitada por suas interações com o 
IF2 ligado ao GTP e, quando o mRNA está ligado, pelo pareamento de bases 
entre o anticódon e o códon de início do mRNA. De maneira semelhante, o 
pareamento de bases entre a fMet-tRNA,™“ e o mRNA serve para posicionar o 
códon de início no sítio P. 

A última etapa do início envolve a associação da subunidade maior, 
formando o complexo de início 708. Quando o códon de início e o 
ÍMet-tRNA "'“ pareiam suas bases, a subunidade menor sofre uma alteração 
conformacional. Essa nova conformação resulta na liberação do IF3. Na 
ausência de IF3, a subunidade maior fica livre para ligar-se à subunidade 
menor com sua carga de IF1, IF2, mRNA e fMet-tRNA ^. Em particular, IF2 
atua como sítio de ancoragem inicial para a subunidade maior, e esta intera- 
ção estimula subsequentemente a atividade de GTPase de IF2-GTP. Quando 
ligado ao GDP, IF2 possui afinidade reduzida pelo ribossomo e pelo tRNA 
iniciador, levando à liberação de IF2-GDP, bem como de IF1, do ribossomo. 
Assim, o resultado final do início é a montagem de um ribossomo comple- 
to (708), formado no sítio de início do mRNA, com fMet-tRNA,™“ no sítio P 
eo sítio A vazio. Agora, o complexo ribossomo-mRNA está preparado para 
receber um tRNA carregado no sítio A e começar a síntese polipeptídica. 


Os ribossomos eucarióticos são recrutados 
para o mRNA pelo cap 5' 


Sob muitos aspectos, o início da tradução nos eucariotos é semelhante ao dos 
procariotos. Ambos usam um códon de início e um tRNA iniciador específi- 
co e utilizam fatores de início que se complexam à subunidade ribossomal 
menor, antes da associação da subunidade maior. No entanto, os eucariotos 
empregam um método fundamentalmente distinto de reconhecimento do 
mRNA e do códon de início, o qual tem consequências importantes na tradu- 
ção eucariótica. 

Nos eucariotos, quando a subunidade menor é recrutada para a extremi- 
dade cap 5' do mRNA, ela já está associada a um tRNA iniciador. Então, ela 
“escaneia” o mRNA, na direção 5' — 3', até encontrar o primeiro 5'-AUG-3' 
(ver discussão sobre sequência de Kozak na seção precedente sobre mRNA), 
que ela reconhece como códon de início. Portanto, nas células eucarióticas, 
na maior parte das vezes, apenas o primeiro AUG pode ser utilizado como 
códon de início da tradução (ver Quadro 15-3, uORFs e IRESs: exceções que 
confirmam a regra). Esse método de início é compatível com o fato de a 
grande maioria dos RNAs eucarióticos serem monocistrônicos e codificarem 
apenas um polipeptídeo; geralmente, o reconhecimento de um códon de 
início interno não é possível, nem necessário. 

Como visto em outros processos moleculares (como o reconhecimento 
do promotor durante a transcrição), as células eucarióticas precisam de muito 
mais proteínas auxiliares do que as procarióticas para promover o processo de 
início. Os eventos do início podem ser divididos em quatro etapas. Primeiro, 
ao cantrário do que ocorre nos procariotos, nas células eucarióticas, a ligação 
do tRNA iniciador à subunidade menor sempre precede sua associação com 
o mRNA (Fig. 15-26). Segundo, um conjunto separado de fatores auxiliares 
medeia o reconhecimento do mRNA. Terceiro, a subunidade ribossomal me- 
nor ligada ao tRNA iniciador escaneia o mRNA à procura da primeira sequên- 
cia AUG. Finalmente, a subunidade maior do ribossomo é recrutada após o 
tRNA parear com o códon de início. Agora esses eventos serão descritos de 
maneira detalhada. 

Quando o ribossomo eucariótico completa um ciclo de tradução, ele 
dissocia-se em suas subunidades maior e menor, e quatro fatores de início — 


FIGURA 15-26 Associação da subunidade ribossomal menor e do tRNA iniciador 
sobre o mRNA de eucariotos. 


elF1, eIFIA, eIF3 e elFS - ligam-se à subunidade menor. Juntos, elF1, eIFIA e 
eIF5 atuam de maneira análoga aos fatores de início procarióticos IF3 e IF1 
para prevenir a ligação da subunidade maior e do tRNA ao sítio A. O tRNA 
iniciador é escoltado até a subunidade menor pela proteína de ligação a GTP 
de três subunidades, eIF2. Como IF2, o elF2 se ligará ao tRNA iniciador ape- 
nas no estado ligado a GTP. O complexo entre o tRNA iniciador e elF2 é cha- 
mado de complexo ternário (TC). Para os eucariotos, o tRNA iniciador 
(o qual, como seu homólogo bacteriano, é diferente do tRNA[Met] utilizado 
após o início) é carregado com metionina, e não com N-formil metionina, 
e é chamado de Met-tRNA,“. O elF2 posiciona o Met-tRNA *“ no sítio P 
da subunidade menor ligada ao fator de início, resultando na formação do 
complexo de pré-início 435 (PIC 435). Deve-se ressaltar que o elF3 é 
quase tão grande quanto a subunidade 405 inteira, mas se liga principal- 
mente à lateral da subunidade menor, próximo aos sítios de entrada e saída 
de RNA. Ainda assim, o eIF3 interage com todos os membros do PIC 435, 
incluindo o tRNA iniciador e, assim, facilita muitas interações envolvidas na 
montagem do PIC 435. 
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Em uma série separada de reações, o mRNA é preparado para o reconheci- 
mento pela subunidade menor. Esse processo começa com o reconhecimento 
do cap 5' pela proteína de ligação ao cap, eIF4E. Uma série de fatores de início 
adicionais é, então, recrutada. O elF4G liga-se ao eIF4E e ao mRNA, enquanto 
o eIF4A se liga ao eIF4G e ao mRNA (ver Fig. 15-26b). A associação de eIF4G 
com eIF4E é particularmente importante - nesta etapa, o nível geral de tradu- 
ção na célula é controlado por uma família de proteínas que competem com 
a ligação de eIF4G, chamadas proteínas de ligação a eIF4E (ver Regulação da 
tradução, adiante neste capítulo). O eIF4B junta-se a este complexo, ativando 
a capacidade de RNA-helicase de eIF4A, A helicase remove estruturas secun- 
dárias (como grampos) que possam ter se formado na extremidade do mRNA. 
A remoção das estruturas secundárias é essencial, já que a extremidade 5' 
do mRNA precisa estar livre de interações para ligar-se à subunidade menor. 
Finalmente, as interações entre o eIF4G ligado ao mRNA desestruturado e os 
fatores de início (sobretudo, elF3) ligados à subunidade menor recrutam o 
complexo de pré-início 435 para o mRNA, formando o complexo de pré- 
-início 485. 


Os fatores de início da tradução mantêm 
os mRNAs eucarióticos em círculos 


A presença de uma cauda poli(A) contribui para a eficiência da tradução euca- 
riótica. Além de se ligarem à extremidade 5' dos mRNAs eucarióticos, os fato- 
res de início que preparam o mRNA associam-se também à extremidade 3' do 
mRNA (Fig. 15-27). Estas interações são mediadas principalmente por eIF4G, 
que se liga diretamente à extremidade 3' do mRNA e à proteína de ligação 
à cauda poli(A) que reveste a cauda poli(A). Estas interações fazem o mRNA 
adquirir uma configuração circular, com as extremidades 5' e 3' da molécula 
ficando bastante próximas. Consistente com a contribuição da cauda poli(A) 
para a eficiência da tradução do mRNA, estas interações amplificam várias 
etapas do início, incluindo a ligação de eIF4E ao cap do mRNA e o recru- 
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FIGURA 15-27 Modelo para a circularização do mRNA eucariótico. A circularização 
é mediada por interações entre elF4G, proteína de ligação à cauda poli(A) e cauda poli(A). 


CONCEITOS AVANÇADOS 
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dro 15-3 uORFs e IRESs: exceções que confirmam a regra 


Nem todos os polipeptídeos eucarióticos são codificados 
por fases de leitura que começam com o AUG mais próxi- 
mo da extremidade 5, Em alguns casos, o primeiro AUG 
não está em um contexto de sequência apropriado, sendo 
desconsiderado. Em outros casos, ORFs curtas, a montan- 
te (uORFs [u, do inglês, upstream], geralmente codificando 
peptídeos com menos de dez aminoácidos), são traduzidas, 
mas uma parcela (normalmente 50%) das subunidades 405 
é retida no mRNA após o término da tradução da uORF. 
A curta extensão destas UORFs permite interações entre fa- 
tores de início (p. ex, elF4G e elF3) que prendem ao mRNA 
a subunidade 405, a ser retida após o término (Fig. 1 deste 
quadro), A subunidade 405 retida continua a escanear pelo 
próximo AUG, mas só consegue identificar um AUG aj 
ligar-se a um novo complexo ternário (TC; elF2-tRNA 
ciador) porque o anticódon do tRNA iniciador é necessário 
para detectar um AUG (ver Fig. 1 deste quadro). Em geral, 
as UORFs reduzem, mas não eliminam, a tradução da ORF 
primária. Adiante, neste capítulo, será discutido um exem- 


plo específico de como as uORFs podem ser utilizadas para 
regular a tradução. 

Um exemplo ainda mais extremo de início da tradução 
em sítios mais a jusante do AUG mais próximo da extremi- 
dade 5” é demonstrado por sítios internos de acesso do ri- 
bossomo (IRESs, internal ribosome entry sites). Os IRESs são 
sequências de RNA que atuam como sítios procarióticos de 
ligação do ribossomo. Eles recrutam a subunidade menor 
para ligação e início mesmo na ausência de cap 5' (Fig. 2 des- 
te quadro). Os IRESs são geralmente codificados em mRNAs 
virais desprovidos de uma extremidade cap 5' e que neces- 
sitam explorar ao máximo as sequências em seu genom 
Ao utilizar IRESs, um mRNA viral pode codificar mais de uma 
proteína, diminuindo a necessidade de extensas sequências 
de regulação da transcrição para cada sequência codificadora. 
de proteina. Ao evitar a necessidade de um ou mais fatores. 
de início, um IRES pode continuar funcionando na ausência 
do fator. Esta necessidade distinta pode ser explorada para 
permitir que apenas um pequeno subconjunto de mRNAs 
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QUADRO 15-3 FIGURA 1 


As uORFs regulam a tradução de ORFs a jusante. Em alguns casos, depois que um ribossomo 


traduz uma uORF, a subunidade menor permanece no mRNA e inicia a busca por um segundo AUG. Ela só conseguirá reconhe- 
cer um segundo AUG quando estiver ligada a um novo tRNA iniciador. 


(continua) 


Quadro 15-3 (Continuação) 


portadores de IRES seja traduzido em uma célula desprovida 
de um fator de início. Por exemplo, durante a apoptose (ou 
morte celular programada), proteases recém-ativadas destro- 
em o elF4E, mas um subconjunto de proteinas necessárias. 
para a apoptose continua a ser traduzido devido à presen- 
qa de sequências de IRES em suas regiões 5” não traduzidas 
(5*-UTRs) que não necessitam de elF4E. 

Diferentes sequências de IRESs funcionam de modos 
diferentes. Pelo menos uma IRES viral liga-se diretamente 
ao elF4G, não necessitando da proteína elF4E de ligação ao 
cap 5' para recrutar elF4E (Fig. 2a deste quadro). O tipo mais 
extremo de IRES é exemplificado pelo mRNA do virus da para- 


lisia do grilo. A 5/-UTR desse mRNA forma uma estrutura de 
RNA complexa que mimetiza um tRNA ligado a um mRNA no 
estado hibrido PE e se liga diretamente ao sítio P da subuni- 
dade 405. Desta maneira, o mRNA evita a necessidade de 
fatores de início e de um tRNA iniciador (Fig. 2b deste qua- 
dro). É importante observar que a sequência de RNA a jusan- 
te desta estrutura está posicionada no sítio A do centro de 
decodificação, permitindo-a atuar como o primeiro códon. 
A existência de IRESs que não necessitam de fatores de início le- 
vou à hipótese de que, no início da evolução, todos os mRNAs 
possuíam esses IRESs e que os fatores de início evoluíram pos- 
teriormente, tornando a tradução mais eficiente e versátil. 


b 


QUADRO 15-3 FIGURA 2 Os IRESs não necessitam 
de fatores para o início da tradução. Os vírus geralmente 
codificam sequências IRESs que se dobram em estruturas de 
RNA que não requerem um ou mais fatores de início eucarió- 
ticos. (a) O IRES do poliovirus evita a necessidade de um cap 
5º ao ligar-se diretamente a elF4G. (b) O virus da paralisia do 


grilo codifica um mRNA com um IRES elaborado que se dobra 
de maneira semelhante a um tRNA que se liga diretamente 
ao sítio P das subunidades ribossomais 405 e 605. O mRNA 
a jusante é posicionado no sítio A e codifica uma Ala como 
primeiro aminoácido. 


tamento da subunidade maior. É importante salientar que as interações de 
eIF4G e da proteína de ligação à cauda poli(A) com o mRNA são mantidas 
durante vários ciclos de tradução. Além disso, esta configuração do mRNA 
possui o benefício adicional de posicionar ribossomos recém-terminados pró- 
ximos ao AUG, presumivelmente favorecendo o reinício. 


O códon de início é encontrado por meio de uma busca 
na região a jusante da extremidade 5' do mRNA 


Uma vez montada sobre a extremidade 5' do mRNA, a subunidade menor 
e seus fatores associados deslocam-se sobre o mRNA na direção 5' -> 3' em 
um processo dependente de ATP e estimulado pela RNA-helicase associa- 
da ao elF4A/B (Fig. 15-28). Durante esse movimento, a subunidade menor 
“escaneia” o primeiro códon de início no mRNA. O códon de início é reco- 
nhecido por meio do pareamento de bases entre o anticódon do tRNA ini- 
ciador e o códon de início. A importância desta interação na identificação 
do códon de início mostra por que é essencial que o tRNA iniciador se ligue 
à subunidade menor antes de ligar-se ao mRNA. O correto pareamento de 
bases altera a conformação do complexo 485, levando à liberação de elF1 e 
a uma alteração na conformação de eIF5. Ambos os eventos estimulam elF2 
a hidrolisar seu GTP associado. Em seu estado ligado a GDP, o eIF2 não se 
liga mais ao tRNA iniciador e é liberado da subunidade menor juntamente 
com elF5. 

A perda de elF2 permite a ligação de uma segunda proteína de ligação ao 
tRNA iniciador, regulada por GTP, chamada elF5B. Após a ligação ao tRNA 
iniciador, eIFSB-GTP estimula a associação da subunidade 605 à subunidade 
408 corretamente posicionada. Essa associação é possível porque os fatores 
que antes a preveniam (eIF1 e elF5) foram liberados. Como nos procariotos, a 
ligação da subunidade maior leva à liberação dos demais fatores de início por 
estimulação da hidrólise de GTP por elFSB. Como resultado desses eventos, o 
Met-tRNA ~“ é colocado no sítio P do complexo de início 805, e o ribosso- 
mo eucariótico está pronto para receber um tRNA carregado em seu sítio A e 
estabelecer a primeira ligação peptídica. 

Embora o início da tradução em células eucarióticas envolva muitos ou- 
tros fatores auxiliares, há análogos claros dos fatores de início bacterianos. 
Os fatores IF1 e eIFIA ligam-se ao sítio A ao longo do processo de início para 
prevenir a interação prematura do tRNA com esta região. A função de IF2 é 
repartida entre elF2 e eIFSB: eIF2 medeia o recrutamento do tRNA iniciador e 
detecta o pareamento com o AUG de início, e eIFSB realiza as funções de IF2 
envolvidas no recrutamento da subunidade maior. Assim como IF2, os fatores 
elE2 e eIFSB são regulados pelo nucleotídeo ao qual estão ligados. Finalmente, 
IF3 e elF1 ligam-se ao sítio P da subunidade menor e são liberados quando o 
tRNA iniciador pareia com o códon AUG. 


ALONGAMENTO DA TRADUÇÃO 


Uma vez formado o ribossomo com o tRNA iniciador carregado no sítio P, a 
síntese polipeptídica pode iniciar. Existem três eventos importantes que pre- 
cisam ocorrer para a adição correta de cada aminoácido (Fig. 15-29). Primeiro, 
o aminoacil-tRNA correto é trazido ao sítio A do ribossomo, de acordo com o 
códon que está nesse sítio. Segundo, uma ligação peptídica é formada entre 
o aminoacil-tRNA no sítio A e a cadeia peptídica ligada ao peptidil-tRNA no 
sítio P. Como foi visto, esta reação da peptidiltransferase resulta na transferên- 
cia do polipeptídeo crescente do tRNA no sítio P para o aminoácido do tRNA 
carregado no sítio A. Terceiro, o peptidil-tRNA resultante no sítio À e seu có- 
don associado devem ser translocados para o sítio P, para que o ribossomo 
esteja preparado para outro ciclo de reconhecimento de códon e formação 
de ligação peptídica. Assim como o posicionamento original do mRNA, esse 
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FIGURA 15-28 Identificação do 
AUG de inicio pelo PIC 485 e junção 
da subunidade maior durante o ini- 
cio da tradução eucariótica. Ver texto 
para uma descrição completa. 


reposicionamento necessita ocorrer com exatidão, para preservar a fase de 
leitura correta da mensagem. Duas proteínas auxiliares, conhecidas como fa- 
tores de alongamento, controlam esses eventos. Os dois fatores utilizam 
energia da ligação e hidrólise do GTP para aumentar a velocidade e a precisão 
da função ribossômica. 

Diferentemente do início da tradução, o mecanismo de alongamento é 
altamente conservado nas células procarióticas e eucarióticas. A discussão 
será limitada ao alongamento da tradução em procariotos, a qual é conhecida 
nos mínimos detalhes, pois os eventos que ocorrem nas células eucarióticas 
são semelhantes aos das células procarióticas quanto aos fatores envolvidos e 
seu mecanismo de ação. 


Os aminoacil-tRNAs são entregues ao sítio 
A pelo fator de alongamento EF-Tu 


Os aminoacil-tRNAs não se ligam diretamente ao ribossomo. Em vez disso, 
são “escoltados” ao ribossomo pelo fator de alongamento EF-Tu (Fig. 15-30). 
Quando um tRNA é aminoacilado, o EF-Tu liga-se à extremidade 3' do tRNA, 
encobrindo o aminoácido ligado. Essa interação evita que o aminoaciltRNA 
participe da formação da ligação peptídica antes da liberação do EF-Tu. 

Do mesmo modo que o fator de início IF2, o fator de alongamento EF-Tu 
liga-se e hidrolisa o GTP, e o tipo de nucleotídeo de guanina ligado determi- 
nasua função. O EF-Tu somente pode ligar-se a um aminoacil+RNA quando 
associado a um GTP. Ligado ao GDP, ou livre de nucleotídeos, ele tem pouca 
afinidade com aminoacil-tRNAs. Portanto, quando EF-Tu hidrolisa o GTP li- 
gado, qualquer aminoacil-tRNA associado a ele é liberado. Quando ligado a 
um aminoacil-tRNA, o EF-Tu sozinho não consegue hidrolisar GTP a uma 
taxa significativa. A atividade de GTPase do EF-Tu é ativada quando ele se 
associa ao mesmo domínio da subunidade maior do ribossomo que ativa a 
GTPase do IF2 quando essa subunidade se incorpora ao complexo de início. 
Esse domínio é conhecido como centro de ligação do fator. O EF-Tu 
interage com o centro de ligação do fator apenas após o ingresso do tRNA no 
sítio A e o pareamento códon-anticódon correto. Nesta fase, o EF-Tu hidro- 
lisa sua ligação com GTP e é liberado do ribossomo (Fig. 15-30). Como será 
discutido a seguir, o controle da hidrólise do GTP pelo EF-Tu é fundamental 
pata a especificidade da tradução. 


O ribossomo utiliza diversos mecanismos de 
seleção contra aminoacil-tRNAs incorretos 


A taxa de erro da tradução está entre 10 * e 10“. Isto é, no máximo, um 
aminoácido incorreto a cada 1.000 aminoácidos incorporados em proteínas. 
O pareamento entre as bases do tRNA carregado e do códon exibido no sítio 
A do ribossomo é fundamental para a seleção do aminoacil+RNA correto. 
Apesar disso, a diferença de energia entre um par códon-anticódon correto 
e um pareamento “imperfeito” não é capaz de garantir este grau de preci- 
são. Muitas vezes, apenas um dos três pares de bases da interação códon-an- 
ticódon está errado. Mesmo assim, raramente o ribossomo permite que um 
aminoacil-tRNA com esse malpareamento continue no processo de tradução. 
Pelo menos três mecanismos diferentes contribuem para essa especificidade 
(ver Fig. 15-31). Todos eles fazem uma seleção contra pareamentos códon- 
-anticódon incorretos. 

Um mecanismo que contribui para a fidelidade do reconhecimento do 
códon envolve dois resíduos de adenina adjacentes no componente de TRNA 
165, localizado no sítio A da subunidade menor. Essas bases formam ligações 
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FIGURA 15-29 Resumo das fases 
do alongamento da tradução. 
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FIGURA 15-30 O EF-Tu escolta o 
aminoacil-tRNA até o sítio A do ribos- 
somo. Quando interagem com o sítio A 
do ribossomo, os tRNAs carregados estão 
ligados a EF-Iu—GTP. Quando ocorre a in- 
teração códon-anticódon correta, o EF-Tu 
interage com o centra de ligação do fator, 
hidrolisa sua ligação com GTP e é liberado 
do tRNA e do ribossomo. Após a liberação 
de EF-Tu, o tRNA gira no centro da pep- 
tidiltransferase do ribossomo (processo 
chamado acomodação). 
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de hidrogênio com a fenda menor de cada par de bases corretamente formado 
entre o anticódon e as duas primeiras bases do códon no sítio A (Fig. 15-31a). 
Deve-se ter em mente (ver Cap. 6, Fig. 6-14) que as propriedades das ligações 
de hidrogênio dos pares de bases Watson-Crick G:C e A:U são muito seme- 
Ihantes na fenda menor. Assim, os resíduos de A adjacentes no rRNA 165 não 
discriminam entre os pares de bases G:C ou A:U, reconhecendo ambos como 
corretos. Os pares de bases que não são do tipo Watson-Crick, ao contrário, 
formam uma fenda menor não reconhecida pelas adeninas adjacentes, resul- 
tando em redução significativa de afinidade por tRNAs errados. O resultado 
final dessas interações é que os tRNAs corretamente pareados dissociam-se 
dos ribossomos em uma taxa muito mais baixa do que os tRNAs incorreta- 
mente pareados. 

Um segundo mecanismo que ajuda a garantir o correto pareamento entre 
códon e anticódon envolve a atividade de GTPase de EF-Tu (ver Fig. 15-31b). 
Como foi descrito anteriormente, a liberação do EF-Tu do tRNA requer a hi- 
drólise do GTP, que é altamente sensível ao pareamento correto entre o códon 
eo anticódon. Mesmo um único malpareamento entre as bases do códon e 
do anticódon altera a posição de EF-Tu, reduzindo sua capacidade de inte- 
ragir com o centro de ligação do fator. Isso, por sua vez, leva à uma redução 
drástica na atividade de GTPase de EF-Tu. Esse mecanismo é um exemplo de 
seletividade cinética e está relacionado aos mecanismos utilizados para ga- 
rantir o correto pareamento de bases durante a síntese de DNA (ver Cap. 9). 
Em ambas as situações, a formação das interações corretas de pareamentos de 
bases aumenta muito a velocidade de uma etapa bioquímica importante. No 
caso da DNA-polimerase, esta etapa era a formação da ligação fosfodiéster. 
Neste caso, é a hidrólise do GTP pelo EF-Tu, 

Um terceiro mecanismo que garante a precisão do pareamento é um tipo 
de revisão que ocorre após a liberação do EF-Tu. Quando o tRNA carregado, 
complexado com EF-Tu e GTP, é introduzido no sítio A, sua extremidade 3º 
está distante do sítio de formação da ligação peptídica. Para uma participação 
bem-sucedida na reação da peptidiltransferase, o tRNA deve girar no centro 
da peptidiltransferase da subunidade maior, em um processo chamado aco- 
modação (Fig. 15-31c). Durante à acomodação, a extremidade 3' do tRNA 
aminoacilado percorre quase 70 À. Os tRNAs incorretamente pareados fre- 
quentemente se dissociam do ribossomo durante a acomodação. Acredita-se 
que a rotação do tRNA produz uma tensão na interação códon-anticódon, à 
qual apenas um anticódon corretamente pareado pode resistir. Assim, o mais 
provável é que os tRNAs mal-pareados se dissociem do ribossomo em vez de 
participar da reação da peptidiltransferase. 

Em resumo, para garantir que o aminoacil-tRNA correto se ligue ao sítio 
A, além das interações entre códon e anticódon, o ribossomo explora intera- 
ções com a fenda menor e duas fases da revisão de leitura. Cada um destes três 
mecanismos de seletividade adicionais inibe a retenção dos aminoacil-tRNAs 
que não formam interações códon-anticódon corretas. 


O ribossomo é uma ribozima 


Após o posicionamento do correto tRNA carregado no sítio A e sua rotação 
para o centro da peptidiltransferase, ocorre a formação da ligação peptídica. 
Esta reação é catalisada pelo RNA, especificamente, pelo rRNA 235 que com- 
põe a subunidade maior. As primeiras evidências surgiram a partir de experi- 
mentos que demonstraram que uma subunidade maior praticamente livre de 
proteinas ainda era capaz de catalisar a formação de ligações peptídicas. Cor- 
roborando esta visão, estudos estruturais da subunidade maior do ribossomo 
de uma espécie procariótica mostraram que não havia aminoácido a 18 À do 
sítio ativo (Fig. 15-32). 
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FIGURA 15-31 Três mecanismos asseguram o pareamento correto entre tRNA e 
MRNA. (a) As ligações de hidrogênio adicionais são formadas entre dois resíduos de adenina 
do rRNA 165 e a fenda menor de um par códon-anticódon apenas quando as duas primeiras 
bases do par códon-anticódon formam pares de base Watson-Crick corretamente. (b) O parea- 
mento correto códon-anticódon facilita a interação do EF-Tu ligado ao aminoacil-tRNA com o 
centro de ligação do fator, induzindo a hidrólise de GTP e a liberação do EF-Tu. (c) Apenas os 
aminoacil-tRNAs com as bases pareadas corretamente permanecem associados ao ribossomo 
após a rotação que os posiciona para a formação da ligação peptidica. Essa rotação é chamada 
acomodação do tRNA. 
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FIGURA 15-32 O RNA circunda 
o centro da peptidiltransferase da 
subunidade ribossomal maior. A es- 
trutura tridimensional da subunidade 
505 bacteriana mostra os RNAs (cinza) 
e as proteinas ribossomais (roxo). As ex- 
tremidades 3° dos tRNAs nos sítios A e P, 
imediatamente adjacentes ao centro da 
peptiditransferase, estão em verde e ver- 
melho, respectivamente. (Yusupov M.M. 
et al. 2001. Science 292: 883-896.) Ima- 
gem preparada com MolScript, BobScript 
é Raster3D. 


A estrutura tridimensional do ribossomo completo de Escherichia coli, li- 
gado ao mRNA e a tRNAs, revelou que a extremidade aminoterminal de uma 
proteína (L27) alcança o sítio ativo. Esse achado sugere uma função para essa 
proteína na catálise. Para testar esta possibilidade, os nove aminoácidos na 
extremidade aminoterminal de L27, próximos ao sítio ativo, foram elimina- 
dos por mutação. As células resultantes produziram ribossomos com ativida- 
de de peptidiltransferase reduzida, porém, detectável, indicando claramente 
que esta região da proteina L27 contribui para a atividade da peptidiltransfe- 
rase. Os ribossomos mutantes, entretanto, ainda sintetizavam proteinas com 
30 a 50% dos níveis selvagens e as células que os continham continuavam à 
crescer e a dividir-se. O ribossomo promove um aumento de 10” vezes na taxa 
de formação de ligações peptídicas, em relação à taxa observada apenas com 
os substratos (aminoacil-tRNAS) em solução. Claramente, a maior parte do 
aumento é retida, mesmo sem a presença de L27 no sítio ativo. Assim, embo- 
ra essa proteína facilite a formação de ligações peptídicas, ela não é essencial 
para a atividade da peptidiltransferase, Como outras proteínas ribossomais, 
o papel mais provável para L27 é o posicionamento correto de um ou mais 
componentes de RNA no sítio ativo. Como essa proteína é a única próxima o 
suficiente para atuar de maneira catalítica, o componente de rRNA do ribos- 
somo deve ser responsável principalmente pela catalisação da formação da 
ligação peptídica. 

Como o rRNA 238 catalisa a formação da ligação peptídica? O mecanismo 
exato ainda não foi determinado, mas algumas respostas começam a surgir. 
Primeiro, o pareamento de bases entre o rRNA 235 e as extremidades CCA dos 
tRNAs nos sítios A e P ajudam a posicionar o grupo a-amino do aminoacil- 
-tRNA para o ataque ao grupo carbonila do polipeptídeo crescente ligado ao 
peptidil-tRNA. Também é provável que essas interações estabilizem o amino- 
acil-tRNA após a acomodação. Este tipo de mecanismo catalítico é chamado 
de catálise entrópica. Isto é, a enzima atua pela aproximação dos substratos de 
maneira a estimular a catálise. 

Como a simples aproximação dos substratos raramente é suficien- 
te para gerar altos níveis de catálise, acredita-se que outros elementos do 
TRNA contribuam para o processo de catálise. De fato, alterações que eli- 
minam a 2-0H de um resíduo altamente conservado no rRNA 235 (A2451 
no rRNA 235 de E. coli) reduzem as taxas de catálise em pelo menos 10 
vezes. Estudos recentes implicaram um segundo e inesperado RNA como 
fundamental para a catálise: o tRNA do sítio P. Mutações que removem a 
2'-OH do resíduo de A da extremidade 3' do tRNA do sítio P resultam em 
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FIGURA 15-33 Papel proposto para a 2'-OH do tRNA do sítio P na formação da 
ligação peptídica. A 2'-OH do “Aº final no peptidil-tRNA é essencial para a formação da figa- 
ção peptídica, Com base neste achado, propôs-se que o hidrogênio da 2'-OH participa de um 
“transportador de prótons”, aqui ilustrado. Neste modelo, quando a ligação entre o peptidil- 
-tRNA e a cadeia polipeptídica é rompida, o oxigênio 3' extrai um hidrogênio (destaque em 
amarelo) da 2'-OH, e o oxigênio 2', por sua vez, extrai um hidrogênio (destaque em verde) do 
aminoácido que ataca a carbonila, As setas em vermelho mostram a direção proposta para o 
movimento dos elétrons durante a formação da ligação peptídica. 


uma redução de 10º vezes nas taxas de catálise. Esta “catálise auxiliada 
pelo substrato” é um achado particularmente interessante porque indica 
que as próprias peptidil-tRNAs carregam elementos catalíticos essenciais. 
Esse achado sugere que, antes da evolução do ribossomo, os tRNAs devem 
ter fornecido elementos básicos que os permitissem catalisar a síntese de 
proteínas por si. 

Com base em várias considerações, propôs-se que a 2'-OH do tRNA do 
sítio P deve atuar como parte de um “transportador de prótons” (Fig. 15-33). 
Neste modelo, a 2'-OH doa um hidrogênio para a 3'-OH do peptidil-tRNA 
e recebe um próton do grupo a-amino do aminoácido ligado ao tRNA do 
sítio A. Ambos os achados corroboram fortemente a hipótese de que é o RNA, 
e não a proteína, que catalisa a formação da ligação peptídica. Ainda assim, 
há muito para aprender em relação a como o ribossomo catalisa a formação 
da ligação peptídica. 


A formação da ligação peptídica inicia a 
translocação na subunidade maior 


Após a ocorrência da reação da peptidiltransferase, o tRNA no sítio P está 
desacetilado (não está mais ligado a um aminoácido), e a cadeia polipeptídica 
crescente está ligada ao tRNA do sítio A. Para que um novo ciclo de alonga- 
mento da cadeia peptídica ocorra, o tRNA do sítio P deve deslocar-se para o 
sítio E, e o tRNA do sítio A deve deslocar-se para o sítio P. Ao mesmo tempo, 
o mRNA deve deslocar-se por três nucleotídeos para expor o próximo códon. 
Esses movimentos são coordenados no ribossomo e são coletivamente cha- 
mados de translocação. 

As etapas iniciais da translocação estão vinculadas à reação da peptidil- 
transferase (Fig. 15-34). Após a transferência da cadeia peptídica crescente 
para o tRNA do sítio A, os tRNAs dos sítios A e P têm preferência pela ocu- 
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FIGURA 15-34 A estimulação da trans- 
estado clássico locação pelo EF-G requer hidrólise de GTP. 


pação de novas posições na subunidade maior. A extremidade 3' do tRNA 
do sítio A está ligada à cadeia polipeptídica crescente e prefere ligar-se ao 
sítio P da subunidade maior. O agora desacetilado tRNA do sítio P não está 
mais ligado à cadeia polipeptídica crescente e prefere ligar-se ao sítio E da 
subunidade maior. Em contrapartida, a esta altura, os anticódons destes 
tRNAs permanecem em sua localização inicial na subunidade menor ligada 
ao mRNA. Portanto, a translocação na subunidade maior precede a translo- 
cação na subunidade menor e diz-se que os tRNAs estão em “estado híbrido”. 
Suas extremidades 3' foram deslocadas para um novo local, mas as extremi- 
dades com os anticódons continuam na posição anterior à ação da pepti- 
diltransferase (Fig. 15-34). Esta alteração está associada a uma rotação em 
sentido anti-horário da subunidade menor em relação à subunidade maior, 
facilitando a interação dos tRNAs com sítios de ligação a tRNAs distintos em 
diferentes subunidades. 


O fator EF-G conduz a translocação pela 
estabilização de intermediários na translocação 


O término da translocação requer a ação de um segundo fator de alongamen- 
to, chamado EF-G. Este pode ligar-se ao ribossomo apenas quando associado 
a GTP. Após a reação da peptidiltransferase, o EF-G-GTP liga-se ao ribossomo, 
estabilizando-o no estado híbrido após rotação (Fig. 15-34). Ao se ligarem, 
EF-G-GTP interagem com o centro de ligação do fator da subunidade maior, 
que estimula a hidrólise de GTP. 

A hidrólise de GTP altera a conformação de EF-G com duas consequên- 
cias (Fig. 15-34d). Primeira, acredita-se que as interações entre EF-G-GDP e o 
ribossomo “desbloqueiem” o ribossomo. Estudos estruturais revelam que há 
“portões” que separam os sítios A, P e E, e o EF-G-GDP desbloquearia o ribos- 
somo ao abrir esses portões. Segunda, a conformação alterada de EF-G-GDP 
liga-se ao sítio A do centro de decodificação. Esta interação compete com 
o tRNA pela ligação ao sítio A do centro de decodificação. Como o ribos- 
somo está desbloqueado, o antigo tRNA do sítio A pode deslocar-se para o 
sítio P, permitindo que EF-G-GDP se ligue ao sítio A. Portanto, assim como o 
EF-G-GTP estabiliza o estado híbrido do ribossomo, a conformação alterada 
de EF-G-GDP liga-se mais fortemente ao ribossomo desbloqueado depois que 
o tRNA deixa o sítio A. Como dominós, o movimento do tRNA do sítio A para 
o sítio P força o tRNA do sítio P a deslocar-se para o sítio E. O pareamento de 
bases entre os tRNAs e o mRNA faz o mRNA se deslocar por 3 pb. Esta distân- 
cia é ditada pelo tRNA, como demonstrado pelos raros tRNAs de “alteração de 
fase de leitura” que possuem anticódons com quatro nucleotídeos (e podem, 
portanto, compensar certas mutações de alteração de fase de leitura) e deslo- 
cam o mRNA por quatro nucleotídeos em vez de três. 

A conclusão da translocação é acompanhada por uma rotação da 
subunidade menor em sentido horário, voltando à sua posição inicial. 
A estrutura ribossomal resultante possui afinidade drasticamente reduzida 
por EF-G-GDP. A liberação de EF-G resulta no retorno do ribossomo ao es- 
tado “bloqueado”, no qual os tRNAs e o mRNA estão novamente associados 


fortemente ao centro de decodificação da subunidade menor, e os portões 
entre os sítios A, P e E estão fechados. Juntos, esses eventos resultam na 
translocação do tRNA do sítio A para o sítio P, do tRNA do sítio P para o 
sítio E, e no deslocamento do mRNA por exatamente 3 pb (Fig. 15-34). 
Agora, o ribossomo está pronto para o início de um novo ciclo de adição de 
aminoácidos. 

Como o EF-G-GDP interage de maneira tão eficiente com o sítio A do 
centro de decodificação? As estruturas cristalográficas de EF-G e EF-Tu ligadas 
ao tRNA fornecem uma resposta clara a essa pergunta, EF-G-GDP e EF-Tu- 
GTP-tRNA têm estruturas muito semelhantes (Fig. 15-35). Lembre-se de que o 
EF-Tu-GTP-tRNA também se liga ao centro de decodificação do sítio A. O fato 
mais impressionante desta semelhança é que, embora o EF-G seja composto 
por um único polipeptídeo, sua estrutura mimetiza a de um tRNA ligado a 
uma proteína. Esse é um exemplo de “mimetismo molecular” em que uma 
proteína assume a aparência de um tRNA para facilitar a associação ao mesmo 
sítio de ligação. Curiosamente, estudos estruturais do análogo eucariótico de 
EF-G (chamado eEF-2) identificaram duas conformações muito diferentes da 
proteína (e uma delas é ligada ao antibiótico sordarina). Uma das conforma- 
ções é semelhante à estrutura de EF-G mostrada na Figura 15-35, enquanto a 
segunda conformação resulta de um movimento drástico da região mimética 
do tRNA em relação à região de ligação a GTP. A capacidade de alternar entre 
as duas conformações diferentes é essencial para a função de EF-G durante a 
translocação. 


EF-Tu-GDP e EF-G-GDP precisam trocar GDP por GTP 
antes de participar de um novo ciclo de alongamento 


EF-Tu e EF-G são proteínas catalíticas utilizadas apenas uma vez em cada ciclo 
de ingresso do tRNA no ribossomo, formação da ligação peptídica e translo- 
cação. Após a hidrólise do GTP, ambas as proteínas precisam liberar o GDP 
ligado e ligar-se a uma nova molécula de GTP. No caso do EF-G, isso é simples, 
uma vez que o GDP tem menor afinidade por EF-G do que GTP. Assim, após a 
hidrólise do GTP, GDP e fosfato são liberados e o EF-G não ligado interage ra- 
pidamente com uma nova molécula de GTP. No caso de EF-Tu, uma segunda 
proteína é necessária para trocar GDP por GTP. O fator de alongamento EF-Ts 
atua como fator de alteração de GTP para EF-Tu (Fig. 15-36). Após a li- 
beração de EF-Tu-GDP do ribossomo, uma molécula de EF-Ts liga-se a EF-Tu, 
causando a remoção do GDP. A seguir, GTP liga-se ao complexo resultante 
EF-Tu-EF-Ts, causando sua dissociação em EF-Ts e EF-Tu-GTP. Finalmente, o 
EE-Tu-GTP liga-se a uma molécula de tRNA carregada, regenerando o comple- 
xo EF-Tu-GTP-aminoaciltRNA que, novamente, está pronto para entregar 
um tRNA carregado ao ribossomo. 


Um ciclo de formação de ligação peptídica consome 
duas moléculas de GTP e uma molécula de ATP 


A discussão sobre alongamento é concluída considerando-se a energia gasta 
nesse processo. Quanto custa um ciclo de formação de ligação peptídica, em 
moléculas de nucleosídeos trifosfatados (ignorando a energia da biossintese 
do aminoácido e a energia do início e do término)? Uma molécula de nucleo- 
sídeo trifosfato (ATP) é consumida pela aminoacil-tRNA sintetase ao formar a 
ligação acila de alta energia, que liga o aminoácido ao tRNA. O rompimento 
dessa ligação de alta energia promove a reação da peptidiltransferase, origi- 
nando uma ligação peptídica. Uma segunda molécula de nucleosídeo trifos- 
fato (GTP) é consumida na entrega, pelo EF-Tu, de um tRNA carregado para o 
sítio A do ribossomo e para assegurar que ocorreu o reconhecimento correto 
entre códon e anticódon. Finalmente, um terceiro nucleosídeo trifosfato é 
consumido no processo de translocação mediado por EF-G. Assim, fazer uma 
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FIGURA 15-35 Comparação entre 
as estruturas dos fatores de alon- 
gamento. O EF-Tu-GDPNP-Phe-tRNA é 
mostrado na parte superior e o EF-G-GDP, 
na parte inferior. GDPNP é um análogo de 
GTP que não consegue ser hidralisado e 
que é utilizado para bloquear a molécula 
na conformação ligada ao GTP durante a 
determinação da estrutura tridimensional. 
Observa-se a semelhança estrutural do 
domínio verde no EF-G e do tRNA ligado 
ao EF-Tu (também mostrado em verde) 
(Estrutura superior: Nissen P. et al, 1995 
Science 270: 1464-1472. Estrutura infe- 
rior: al-Karadaghi S. et al. 1996. Structure 
4; 555-565.) Imagens preparadas com 
MolScript, BobScript e Raster3D. 
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FIGURA 15-36 O EF-Ts estimula a 
liberação de GDP de EF-Tu. O GDP igado 
ao EF-Tu é liberado vagarosamente em iso- 
lamento. O EF- liga-se a EF-Tu-GDP e pro- 
voca a rápida liberação de GDP. A ligação 
de GTP ao EF-Tu no complexo EF-Tu-EF-Ts 
desloca o EF-Ts e deixa o EF-Tu-GTP, que 
pode ligar-se a um novo aminoacil-tRNA 
para ser entregue ao ribossomo. 


ligação peptídica custa à célula duas moléculas de GTP e uma de ATP, com um 
nucleosídeo trifosfato sendo consumido para cada etapa do processo de alon- 
gamento da tradução. O interessante é que apenas uma dessas três molécu- 
las (o ATP) está energeticamente conectada à formação da ligação peptídica. 
A energia das outras duas moléculas (GTP) é empregada para garantir a preci- 
são e a ordem dos eventos durante a tradução (ver Quadro 15-4, Proteínas de 
ligação ao GTP, alterações conformacionais e fidelidade e ordenamento dos 
eventos de tradução). 

Durante a discussão sobre o alongamento da tradução, não se fez distin- 
ção entre procariotos e eucariotos. Embora os fatores eucarióticos análogos a 
EF-Tu (eEF1) e EF-G (eEF2) recebam nomes diferentes, suas funções são nota- 
velmente semelhantes às de seus homólogos procarióticos. 


TÉRMINO DA TRADUÇÃO 


Os fatores de liberação encerram a tradução 
em resposta a códons de término 


O ciclo ribossomal de ligação ao aminoacil-tRNA, formação de ligação pep- 
tídica e translocação continua até que um dos três códons de término (ou de 
parada) entre no sítio A. Inicialmente, acreditava-se que haveria um ou mais 
tRNAs terminadores de cadeia que iriam reconhecer esses códons. Entretanto, 
não é isso que ocorre: os códons de término são reconhecidos por proteínas 
chamadas fatores de liberação (RFs, release factors) que ativam a hidrólise 
do polipeptídeo do peptidil-tRNA. 

Existem duas classes de fatores de liberação. Fatores de liberação de 
classe reconhecem os códons de término e desencadeiam a hidrólise da ca- 
deia peptídica do tRNA no sítio P. Os procariotos possuem dois fatores de 
liberação de classe I, chamados RF1 e RF2. RF1 reconhece o códon de término 
UAG, e RF2 reconhece o códon de término UGA. O terceiro códon de térmi- 
no, UAA, é reconhecido por ambos. Em células eucarióticas, há um único 
fator de liberação de classe I, chamado eRF1, que reconhece os três códons 
de término. Os fatores de liberação de classe II estimulam a dissociação dos 
fatores de classe I do ribossomo, após a liberação da cadela polipeptídica. Os 
procariotos e os eucariotos possuem apenas um fator de classe II, chamados, 
respectivamente, RF3 e eRF3. Assim como EF-G, IF2 e EF-Tu, os fatores de libe- 
ração de classe II são regulados pela ligação e pela hidrólise de GTP. 


Regiões curtas dos fatores de liberação de 
classe | reconhecem os códons de término e 
desencadeiam a liberação da cadeia peptídica 


Como os fatores de liberação reconhecem os códons de término? Os fatores 
de liberação são totalmente compostos por proteínas, portanto, o reconheci- 
mento dos códons de término deve ser mediado por uma interação proteína- 
-RNA. Experimentos nos quais pequenas regiões codificadoras eram genetica- 
mente trocadas entre RF1 e RF2 (com especificidades por códons de término 
diferentes) identificaram uma sequência de três aminoácidos que é essencial 
para a especificidade do fator de liberação. A troca dos três aminoácidos entre 
RFI e REZ altera a especificidade de códon de término dos dois complexos. 
Por este motivo, esta sequência de três aminoácidos é chamada de anticó- 
don peptídico e deve interagir com, e reconhecer, códons de término. Uma 
estrutura tridimensional de RF1 ligado ao ribossomo confirma que este fator 
se liga ao sítio A do ribossomo (Fig. 15-37a). Nesta estrutura, o anticódon 
peptídico está localizado muito próximo ao anticódon, mas é provável que 
existam proteínas adicionais que contribuem para o reconhecimento do có- 
don (Fig. 15-37b). 
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FIGURA 15-37 Estruturas tridimensionais de RF1 li- 
gado ao ribossomo. (a) Esta imagem mostra a ligação de 
RF] ao sítio A do ribossomo. (b) Esta estrutura mostra que o 
anticódon pentídico está localizado muito próximo ao anticó- 
don. (c) Nesta imagem, a estrutura de RF1 ligado ao ribosso- 
mo mostra o motivo GGQ localizado próximo à extremidade 3' 
do tRNA do sítio P e do centro da peptidiltransferase. (Adapia- 
da, com permissão, de Petry et al. 2005. Cell 123: 1255-1266. 
© Elsevier) 
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NÇADOS 


de tradução 


o 15-4 Proteínas de ligação ao GTP, alterações conformacionais e fidelidade e ordenamento dos eventos 


O GTP é utilizado para controlar eventos-chave durante toda 
a tradução. A energia da hidrólise de GTP não está vinculada 
a modificações químicas, como a do ATP, vinculada à ligação 
entre aminoácidos e tRNAs. A energia da hidrólise do GTP é 
utilizada para controlar a ordem e a fidelidade dos eventos 
durante a tradução. Como isso é realizado? 

Uma característica essencial das proteinas de ligação ao 
GTP envolvidas na tradução é a alteração da sua conforma- 
ção, dependendo do nucleotídeo de guanina (GDP vs. GTP) 
ao qual elas estão ligadas. Em relação ao EF-Tu, isso pode ser 
observado na Figura 1 deste quadro, que mostra a estrutura 
tridimensional do EF-Tu ligado a GTP ou a GDP. O EF-Tu so- 
fre uma grande alteração conformacional quando se liga ao 
GTP, o que resulta na formação do sítio de ligação ao tRNA. 
Um domínio do EF-Tu (apresentado em cor-de-rosa na Fig. 1 
deste quadro), em particular, sofre alteração de posição em 
relação aos demais domínios da proteina, dependendo do 
nucleotídeo ligado. Essa mudança de posição do domínio, 
bem como alterações de conformação em outros dois domi- 
nios (apresentados em azul-turquesa e azul-escuro), resulta 
na formação de uma nova superfície no EF-Tu, que se liga 
fortemente aos tRNAs carregados (na Fig. 15-35, pode-se ver 
o EF-Tu ligado a um tRNA). Assim, dependendo da forma do 
nucleotídeo de guanina ligado, esses fatores podem realizar 
funções diferentes ou ligar-se a diferentes proteinas e RNAS. 
Por exemplo, o EF-Tu—GTP é capaz de ligar-se a um aminoa- 
ciMtRNA, mas o EF-Tu—GDP não. 

A associação da hidrólise de GTP com o término dos 
eventos centrais da tradução permite que a ordem desses 
eventos seja estritamente controlada. Para o EF-Tu, a asso- 
ciação GTP dependente do EF-Tu com os aminoacil-tRNAs 
assegura que a formação da ligação peptídica não ocor- 
ra antes do pareamento correto entre códon e anticódon. 
A formação dos pares de bases corretos desencadeia a hi- 


drólise de GTP. Quando ligado a GDP, o EF-Tu é liberado do 
aminoacil-tRNA, permitindo que ocorra a formação da liga- 
são peptídica. 

O mecanismo que ativa a hidrólise de GTP é o mesmo 
para qualquer uma das proteinas auxiliares reguladas por 
GTP. Em qualquer caso, a atividade de GTPase é estimula- 
da pela interação com um região específica da subunidade 
maior, chamada centro de ligação do fator. Essa interação 
não tem afinidade suficiente para ocorrer isoladamente. Em 
vez disso, cada fator de tradução controlado por GTP neces- 
sita realizar várias outras interações com o ribossomo para 
estabilizar a associação precisa com o centro de ligação do 
fator, que leva à ativação da GTPase, Na verdade, como se 
viu para EF-Tu, esta interação é altamente sensível à nature- 
za exata das interações entre o EF-Tu, o aminoaciltRNA, o 
MRNA e o ribossomo. Portanto, a interação com o centro de 
ligação do fator controla todas as outras interações dessas 
proteinas e dos RNAs com o ribossomo.O sítio de ligação a 
GTP do EF-Tu interage de maneira produtiva com o centro 
de ligação do fator apenas quando um pareamento códon- 
-anticódon correto é realizado, levando à hidrólise de GTP e 
às alterações associadas na conformação proteica. 

O uso de GTP durante a tradução é análogo ao uso de 
ATP pelos carregadores de grampo deslizante (ver Cap. 9, 
Quadro 9-3). Naquele caso, a ligação com o ATP era necessá- 
ria para a formação do complexo inicial com o grampo des- 
lizante, mas a hidrólise do ATP e a liberação do grampo só 
podiam ocorrer quando o carregador do grampo envolvia a 
junção iniciador:molde. Na tradução, o GTP é necessário para 
a associação inicial com o ribossomo (e, às vezes, com outros 
RNAs e proteinas) e a hidrólise do GTP só ocorre quando o 
fator tiver interagido corretamente com o ribossomo, Como 
no caso do grampo deslizante, a hidrólise de GTP geralmente 
resulta na liberação do fator do ribossomo. 


QUADRO 15-4 FIGURA 1 Comparação do EF-Tu liga- 
do a GDP e GTP. (a) EF-Tu ligado a GDP. (b) EF-Tu ligado a GTP. 
O domínio de ligação ao GTP é mostrado em azul-turquesa. 
A rotação do domínio em cor-de-rosa e as alterações na es- 
trutura dos domínios em azul-turquesa e azul-escuro levam 


à formação de um forte sítio de ligação ao tRNA quando GTP 
está ligado (ver Fig. 15-35). O GTP está representado por bas- 
tões. (a, Polekhina G. et al. 1996. Structure 4: 1141-1151; 
Kieldgard M. et al. 1993. Structure 1: 35-50.) Imagens prepa- 
radas com MolScript, BobScript e Raster3D. 


FIGURA 15-38 Comparação entre as estruturas de RF1 e de um tRNA. O tRNA 
(vermelho-escuro) e o RF1 (cinza) são mostrados ocupando o mesmo espaço. (Redesenhada, 
com permissão, de Petry et al. 2005. Cell 123: 1255-1266, Fig. 3E. © Elsevier) 


Uma região que contribui para a liberação do polipeptídeo nos fato- 
res de liberação de classe 1 também foi identificada. Todos os fatores de 
classe I compartilham uma sequência conservada de três aminoácidos 
(glicina-glicina-glutamina, GGQ), essencial para a liberação do polipeptí- 
deo. Além disso, a estrutura do RF1 ligada ao ribossomo confirma que o 
motivo GGQ está localizado muito próximo ao centro da peptidiltransfe- 
rase (Fig. 15-37c). Ainda não está claro se o motivo GGQ está diretamente 
envolvido na hidrólise do polipeptídeo do peptidil-tRNA ou se ele induz 
uma alteração no centro da peptidiltransferase, que permite que o próprio 
centro catalise a hidrólise, Estudos das bases conservadas adjacentes às ex- 
tremidades CCA no centro da peptidiltransferase (p. ex., A2541 ou A2602) 
indicam que vários destes resíduos são necessários para a hidrólise do pep- 
tídeo. De fato, as bases parecem desempenhar um papel mais importante 
na liberação do peptídeo do que na formação da ligação peptídica. Uma 
provável explicação para esta diferença é que apenas resíduos proximais do 
RNA podem posicionar uma pequena molécula de água para hidrólise, mas 
resíduos de vários sítios no ribossomo podem ajudar a posicionar os tRNAs 
maiores para a catálise. 

Juntos, esses estudos levaram à hipótese de que os fatores de liberação 
de classe I mimetizam funcionalmente o tRNA; eles possuem um anticódon 
peptídico que interage com o códon de término e um motivo GGQ que atin- 
ge o centro da peptidiltransferase. A comparação entre as estruturas de RF1 
e de um tRNA revela como a proteina mimetiza funcionalmente um tRNA 
(Fig. 15-38). Assim como a extremidade 3' CCA e a alça do anticódon ocupam 
os extremos de cada tRNA, a sequência GQ e a alça do anticódon peptídico 
ocupam as extremidades de RF1. 


O intercâmbio entre GDP e GTP e a hidrólise de GTP 
controlam a função dos fatores de liberação de classe Il 


Logo que um fator de liberação de classe I desencadeia a hidrólise da ligação 
com a peptidil-tRNA, ele precisa ser removido do ribossomo (Fig. 15-39). Esta 
etapa é estimulada pelo fator de liberação de classe Il, RE3. RF3 é uma pro- 
teína de ligação ao GTP, mas, diferentemente de outras proteínas de ligação 
ao GTP envolvidas na tradução, esse fator tem mais afinidade pelo GDP do 
que pelo GTP. Assim, o RF3 livre está predominantemente na forma ligada a 
GDP. A ligação de RF3-GDP ao ribossomo depende da presença de um fator 
de liberação de classe I. Depois que o fator de liberação de classe I estimula a 
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FIGURA 15-39 A liberação do po- 
lipeptideo é catalisada por dois fato- 
res de liberação. O fator de liberação de 
classe | (apresentado como RF1) reconhe- 
ce o códon de término e estimula a libe- 
ração do polipeptídeo, por meio do mo- 
tivo GGQ localizado próximo ao centro da 
itransferase, O fator de liberação de 
classe I| (RF3) liga-se apenas após a libera- 
ção do polipepiídeo e promove a dissocia- 
ção do fator de liberação de classe | 
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liberação do polipeptídeo, uma alteração na conformação do ribossomo e do 
fator de liberação de classe I estimula o RF3 a trocar seu GDP ligado por um 
GTP. Ou seja, estes fatores atuam como fator de intercâmbio de GTP para RE3, 
de maneira semelhante a EF-Ts para EF-Tu. A ligação do GTP ao RF3 provoca a 
formação de uma interação de alta afinidade com o ribossomo, que favorece 
o estado híbrido discutido anteriormente como um intermediário da translo- 
cação. Esta alteração conformacional desloca o fator de classe I do ribossomo. 
Estas alterações também permitem que RF3 se associe ao centro de ligação do 
fator da subunidade maior. Como acontece com outras proteínas de ligação 
ao GTP envolvidas na tradução, essa interação estimula a hidrólise de GTP. 
Na ausência de um fator de classe I ligado, o RF3-GDP resultante tem menor 
afinidade pelo ribossomo e é liberado. 


O fator de reciclagem do ribossomo mimetiza um tRNA 


Após a liberação da cadeia polipeptídica e dos fatores de liberação, o ribosso- 
mo continua ligado ao mRNA e possui dois tRNAs desacetilados (nos sítios P 
e E). Para participar de um novo ciclo de síntese polipeptídica, os tRNAs e o 
mRNA precisam ser removidos do ribossomo, e este precisa dissociar-se em 
suas subunidades maior e menor. Esses eventos são chamados coletivamente 
de reciclagem do ribossomo. 

Nas células procarióticas, um fator conhecido como fator de recicla- 
gem do ribossomo (RRF, ribosome recycling factor) coopera com EF-G e 
TF3, reciclando os ribossomos após a liberação dos polipeptídeos (Fig. 15-40). 
O RRF liga-se ao sítio A vazio do ribossomo e ali mimetiza um tRNA. O RRF 
também recruta EF-G-GTP para o ribossomo e, em eventos que simulam 
a função do EF-G durante o alongamento, o EF-G estimula a liberação dos 
tRNAs não carregados, ligados aos sítios P e E. Embora não se saiba exata- 
mente como, supõe-se que RRF seja deslocado do sítio A pelo EF-G, de modo 
semelhante ao deslocamento de um tRNA do sítio A durante o alongamento. 
Com a remoção dos tRNAs, o EF-G-GDP e o RRF são liberados do ribossomo 
junto com o mRNA. O IF3 (fator de início) também pode participar da libe- 
ração do mRNA e é necessário para a separação de duas subunidades ribosso- 
mais. O resultado final desses eventos é uma subunidade menor ligada ao IF3 
(mas não a tRNA nem a mRNA) e uma subunidade maior livre. O ribossomo 
liberado agora pode participar de um novo ciclo de tradução. 

Reforçando o ponto de que RRF mimetiza um tRNA, sua estrutura tridi- 
mensional assemelha-se a um tRNA. Entretanto, ele reage com o ribossomo 
de modo bem diferente que o tRNA. O RRF associa-se fortemente apenas 
com a parte do sítio A da subunidade maior. Pode-se pensar nessa diferença 
entre o fator de reciclagem e os tRNAs como segue. Se o fator de reciclagem 
do ribossomo mimetizasse perfeitamente um tRNA do sítio A, então o tRNA 
do sítio P seria deslocado para o sítio E por EF-G. Em vez disso, EF-G e o fator 
de reciclagem levam à liberação do tRNA do sítio P do ribossomo direta- 
mente do sítio P. É provável que EF-G e o fator de reciclagem de ribossomo 
causem uma alteração mais drástica na estrutura do ribossomo do que nor- 
malmente ocorre durante a translocação, permitindo que mRNA e tRNAs 
sejam liberados. 

Assim como o início e o alongamento, o término da tradução também 
é mediado por uma série ordenada de eventos interdependentes de ligação 
e liberação de fatores. Essa natureza organizada da tradução garante que ne- 
nhuma etapa ocorra antes do término da etapa anterior. Por exemplo, EF-Tu 
não pode escoltar um novo tRNA ao sítio A até que o EF-G tenha completado 
a translocação. Da mesma maneira, o RF3 pode ligar-se ao ribossomo apenas 


E am FIGURA 15-40 RRF e EF-G associam-se para estimular a liberação 


do tRNA e do mRNA de um ribossomo após o término do processo. 


se um fator de liberação de classe I já tiver reconhecido um códon de término. 
Existe um ponto fraco nesta abordagem ordenada da tradução: se alguma das 
etapas não puder ser concluída, então o processo inteiro para. Os antibióticos 
exploram justamente este “calcanhar de Aquiles” quando atuam sobre o pro- 
cesso de tradução (ver Quadro 15-5, Os antibióticos interrompem a divisão 
celular ao bloquear etapas específicas da tradução). 

Embora existam fatores de liberação de classes I e II em células eucari- 
Óticas, sua estrutura e sua sequência de aminoácidos não são relacionadas 
e apenas o fator de classe I atua de maneira análoga. Como RF1 e RF2, O 
eRF1 reconhece os três códons de término e traz um motivo GGQ para o cen- 
tro da peptidiltransferase, levando à liberação do polipeptídeo. Ao contrário 
do RE3 procariótico, que catalisa a liberação de RF1/RF2, o eRF3 carrega o 
eRFI para o ribossomo. O complexo eRF3-GTP liga-se ao eRFI afastado do 
ribossomo e, como EF-Tu e um tRNA caregado, escolta eRF1 até o ribossomo 
(Fig. 15-41). Também como EF-Tu, se eRF1 reconhecer um códon de término, 
eRF3.GTP se ligará ao centro de ligação do fator, estimulando a hidrólise do 
GTP. eRF3:GDP é rapidamente liberado do ribossomo, e eRF1 desloca-se para 
o centro da peptidiltransferase de maneira análoga à acomodação do tRNA. 
É interessante notar que não há evidências para a existência de um fator de 
reciclagem de ribossomo em células eucarióticas, e o eEFZ (o EF-G eucariótico) 
não participa na reciclagem do ribossomo. Em vez disso, os modelos atuais 
sugerem que, após estimular a hidrólise do peptídeo do tRNA do sítio P, eRF1 
(juntamente com uma ATPase chamada Rli1) também participa na reciclagem 
do ribossomo com base na semelhança entre eRF1 e eRF3 a duas proteínas 
que estimulam a desmontagem ribossomal em ribossomos bloqueados, cha- 
madas Dom34 e Hbs1 (ver discussão a seguir). 


REGULAÇÃO DA TRADUÇÃO 


Embora a expressão de muitos genes seja regulada em nível de transcrição do 
MRNA, está se tornando cada vaz mais claro que vários genes são também re- 
gulados em nível de síntese proteica. Uma vantagem do controle da tradução 
sobre a transcrição é a capacidade de responder rapidamente a um estímulo 
externo. A regulação em nível de síntese proteica elimina o tempo necessário 
para alterar os níveis de transcrição de mRNA (e em eucariotos, também o 
processamento e o transporte do mRNA para o citoplasma), permitindo, as- 
sim, uma alteração mais rápida nos níveis proteicos. Assim como em outros 
tipos de regulação, o controle traducional normalmente funciona em nível de 
início. Em geral, é mais eficiente regular uma via em uma etapa inicial do que 
iniciar um processo e depois interrompê-lo. No caso da tradução, a regulação 
em nível de início também elimina a produção de proteínas incompletas que 
poderiam ter sua função alterada. 

Nesta seção, primeiramente serão descritos os mecanismos gerais utiliza- 
dos em bactérias e células eucarióticas para regular a tradução. Depois, serão 
descritos exemplos específicos nos quais este tipo de regulação é utilizada. 


A ligação de proteína ou RNA próximo ao sítio 
de ligação ao ribossomo regula negativamente 
o início da tradução bacteriana 


O principal objetivo de reguladores do início bacteriano é interferir no re- 
conhecimento do RBS pela subunidade 305. Em geral, o mecanismo destes 
inibidores é associar-se a sequências próximas do RBS e inibir fisicamente o 
pareamento de bases entre o RBS e o TRNA 165 (Fig. 15-42). Estes represso- 
res são geralmente proteínas de ligação ao RNA que reconhecem estruturas 
do RNA que se formam nas adjacências do RBS. Embora não se liguem di- 
retamente ao RBS, as proteínas ligadas são grandes o bastante para impedir 
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FIGURA 15-42 Regulação do início da tradução bacteriana pela inibição da liga- 
ção à subunidade 305. (a) A ligação de proteínas a sítios próximos ao RBS previne o acesso 
do rRNA 165 ao RBS. Neste caso, a proteína codificada pelo mRNA se liga a seu próprio RBS. 
(b) O pareamento de bases intramoleculares do mRNA pode interferir no pareamento de bases 
pelo rRNA 165. Em muitos casos, esta inibição é modulada pela tradução de outros genes no 
mesmo óperon. Se a região do mRNA que está pareando com a região proximal do RBS estiver 
dentro de uma ORF, quando esta ORF for traduzida, o pareamento de bases interferente será 
rompido, permitindo que um segundo ribossomo reconheça o RBS previamente bloqueado, 


que a subunidade 305 tenha acesso ao RBS. De fato, é importante que os 
repressores não se liguem diretamente ao RBS, pois esta proteina correria o 
risco de inibir a tradução de uma grande proporção das proteinas de uma 
célula. 

As moléculas de RNA também podem atuar como inibidores da tradu- 
ção, usando mecanismos semelhantes. Esta regulação ocorre mais frequen- 
temente quando um mRNA pareia com si mesmo, mascarando um ou mais 
RBSs (Fig. 15-42). Esse mascaramento pode prevenir a tradução da ORF 
associada até que a interação seja interrompida. Em várias ocasiões, esta 
interrupção ocorre em consequência da tradução de outro gene do óperon. 
Neste caso, a região do mRNA que está interagindo com a região proximal 
do RBS está dentro de outra ORE, e a passagem do ribossomo rompe o pa- 
reamento de bases, permitindo, assim, que outro ribossomo reconheça o 
RBS revelado. 


Regulação da tradução procariótica: as 

proteínas ribossomais são repressoras 

traducionais de sua própria síntese 

Agora será apresentado um exemplo de regulação da tradução em bactérias 


que ilustra como a célula usa estes mecanismos para controlar a expressão 
correta dos genes de proteínas ribossomais. A coordenação da expressão das 
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CONEXÕES CLÍNICAS 


o 15-5 Os antibióticos interrompem a divisão celular ao bloquear etapas específicas da tradução 


Os antibióticos são um instrumento eficaz de combate a 
doenças. Muitos dos antibióticos mais utilizados em medi- 
cina matam as bactérias, mas têm pouco ou nenhum efeito 
sobre células eucarióticas e, portanto, não são tóxicos para o 
paciente. Desde a sua descoberta, na primeira metade do úl- 
timo século, os antibióticos ajudaram a curar infecções antes 
sem tratamento, como tuberculose, pneumonia bacteriana, 
sífilis e gonorreia (embora o surgimento de bactérias resis- 
tentes a antibióticos esteja se tornando um obstáculo cres- 
cente ao tratamento efetivo). Os anti possuem mui- 
tos tipos diferentes de alvos na célula bacteriana, mas —40% 
dos antibióticos conhecidos sã 
tradução (Tab. 1 deste quadro). Em geral, esses anti 
ligam-se a um componente do aparato de tradução e inibem 
seu funcionamento. Os antibióticos tornaram-se ferramentas 
importantes para estudos do mecanismo da sintese proteica 
porque diferentes antibióticos interrompem a tradução em 
etapas diferentes e o fazem de modo preciso (p. ex., imedia- 
tamente antes da liberação do EF-Tu). Portanto, além de seus 
benefícios médicos óbvios, os antibióticos passaram a ter o 
importante papel de auxiliar na compreensão do funciona- 
mento da maquinaria de tradução. 

A puromicina é um antibiótico comumente empregado 
em estudos da tradução. Ela liga-se à região do sítio A da 


subunidade maior. Uma vez ligada, ela pode substituir um 
aminoacil-tRNA na reação da peptidiltransferase (Fig. 1 deste 
quadro). Como a puromicina é muito pequena em compara- 
ção a um tRNA, sua ligação ao sítio À é insuficiente para reter 
a cadeia polipeptídica no ribossomo. Com isso, as cadeias 
peptídicas transferidas para a puromicina dissociam-se do 
ribossomo como um polipeptídeo incompleto ligado à pu- 
romicina. Em outras palavras, a puromicina causa o término 
prematuro da síntese polipeptídica. Outros antibióticos têm 
outros alvos no ribossomo, como o canal de saída do pepti- 
deo, o centro da peptidiltransferase, o centro de ligação do 
fator, o centro de decodificação e regiões essenciais para a 
translocação (Tab. 1 deste quadro). 
Existem, também, outros antibióticos que inibem os 
fatores de tradução. A quirromicina e o ácido fusídico, por 
exemplo, são inibidores dos fatores de alongamento EF-Tu e 
EF-G, respectivamente. Em ambos os casos, o antibiótico inte- 
rage com a forma do fator ligada ao GTP e impede as altera- 
ções conformacionais que normalmente ocorreriam após a hi- 
drólise do GTP. Assim, a quirromicina bloqueia os ribossomos 
por meio da ligação entre EF-Tu:GDP-aminoacil-tRNA. O ácido 
fusídico também sequestra ribossomos por meio da ligação 
com EF-G:GDP. Nos dois casos, a etapa seguinte da tradução é 
impedida pela não liberação do fator de alongamento. 


QUADRO 15-5 TABELA 1 Antibióticos: alvos e consequências 


Antibióticotoxina  Células-alvo Alvo molecular Consequência 
Tetraciclina Células procarióticas Sitio A da subunidade 305 Inibe a ligação do aminoacil-tRNA ao sítio A 
Higromicina B Células procarióticas Próximo ao sítio A da subunidade Impede a translocação do tRNA do sítio A 
e eucarióticas 305 para o sítio P 
Paromicina Células procarióticas  Adjacente ao sítio da interação Aumenta a taxa de erros durante 
códon-anticódon, no sítio Ada a tradução, pela diminuição da 
subunidade 305 seletividade do pareamento entre códon 
eanticódon 
Cloranfenicol Células procarióticas Centro da peptidiltransferase da Bloqueia o posicionamento correto do 
subunidade 50S aminoacil RNA no sítio A para a reação 
de transferência do peptídeo 
Puromícina Células procarióticas Centro da peptidiltransferase na Terminador de cadeia; mimetiza a 
e eucarióticas subunidade ribossomal maior extremidade 3º do aminoacil-tRNA no 
sítio À e age como aceptor para a cadeia 
polipeptídica nascente 
Eritromicina Células procarióticas Canal de saída de peptideoda Bloqueia a saída do polipeptídeo crescente 
subunidade 505 do ribossomo; interrompe a tradução 
Ácido fusídico Células procarióticas EF-G Impede a liberação do EF-G—GDP do 
ribossomo 
Tioestreptona Células procarióticas Centro de ligação do fatorda Interfere na associação do IF2 e do EF-G 
subunidade 50S com o centro de ligação do fator 
Quirromicina EF-Tu Impede as alterações conformacionais 
associadas à hidrólise de GTP e, 
consequentemente, a liberação do EF-Tu 
Ricinaeo-sarcina Células procarióticas Modificação química do RNAno Previne ativação 
(toxinas proteicas) e eucarióticas centro de ligação do fator da de GTPases de fatores de tradução 
subunidade ribossomal maior 
Toxina diftérica Células eucarióticas Modificação química do EF-Tu inibe a função do EFTu 
Ciclo-heximida Células eucarióticas Centro da peptidiltransferaseda inibe a atividade da peptidiltransferase 


subunidade 605 
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ADRO 15-5 FIGURA 1 A puromicina encerra da ligação peptídica. Uma vez concluída, a puromicina e 
a tradução pela mimetização de um tRNA no sítio A. qualquer polipeptídeo associado difundem-se para fora do 
A puromicina liga-se ao sítio A e participa da formação ribossomo. 


proteínas ribossomais com a expressão de rRNA cria um interessante proble- 
ma de regulação para a célula. Como foi discutido anteriormente, cada ribos- 
somo contém mais de 50 proteinas distintas que devem ser produzidas com 
a mesma frequência que os rRNAs aos quais elas se ligam. Além disso, a ve- 
locidade com a qual uma célula produz proteínas e o número de ribossomos 
de que ela precisa estão intimamente ligados à taxa de crescimento celular. 
Alterações nas condições de crescimento levam rapidamente a aumento ou 
diminuição na taxa de síntese de todos os componentes ribossomais. Como 
esta regulação coordenada é efetuada? 

A regulação coordenada dos genes de proteinas ribossomais é simplifi- 
cada por sua organização em vários óperons, cada um contendo genes para 
até 11 proteínas ribossomais (Fig. 15-43). Como ocorre em outros óperons, 
estes agrupamentos de genes são regulados em nível de síntese de RNA (como 
será discutido no Cap. 18); entretanto, o controle mais importante da síntese 
de proteínas ribossomais está em nível de tradução do mRNA. Isso pode ser 
ilustrado por um experimento simples. Quando cópias extras de um óperon 
de proteínas ribossomais são introduzidas em uma célula, a quantidade de 
mRNA aumenta de maneira proporcional, mas a síntese de proteínas ribos- 
somais permanece praticamente a mesma. Portanto, a célula compensa o 
mRNA extra diminuindo seu uso como molde para a síntese proteica. 

O forte controle da tradução de mRNAs de proteínas ribossomais é resul- 
tado da autorrepressão. Em cada óperon de proteína ribossomal, uma cópia 
da proteína ribossomal produzida (ou um complexo de duas) liga-se ao mRNA 
do óperon próximo à sequência de início da tradução de um dos primeiros 
genes proximais 5'. A ligação da proteína ribossomal inibe estericamente a as- 
sociação da subunidade ribossomal menor ao RBS próximo, inibindo, assim, 
o início da tradução. 

É fácil visualizar como a ligação da proteína ribossomal previne a tra- 
dução do gene inicial no óperon. Mas como isso afeta os genes a jusante 
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FIGURA 15-43  Óperons de proteinas ribossomais de E. coli. A proteína que atua 
como repressor traducional das outras proteínas está sombreada em vermelho. O promotor 
está representado em roxo, e cada ORF está marcada de acordo com a proteina ribossomal co- 
dificada (p. ex, L14 é a proteina ribossomal maior 14). (Adaptada, com permissão, de Nomura 
M. et al. 1984, Annu. Rev. Biochem. 53: 75-117. O Annual Reviews.) 


que, em alguns casos, possuem seus próprios RBSs? Estes efeitos “polares” 
podem ocorrer por vários mecanismos. Conforme se discutiu anteriormen- 
te neste capítulo, o acoplamento traducional pode ocorrer quando o códon 
de término de um gene a montante está localizado muito perto do códon 
de início de um gene a jusante. Essa proximidade pode criar uma situação 
na qual a tradução do gene a montante é necessária para que ocorra a tra- 
dução do gene a justante. Um segundo mecanismo explora o dobramento 
dos mRNAs em determinadas estruturas. Os mRNAs do óperon das prote- 
nas ribossomais geralmente se dobram em estruturas que permitem apenas 
o reconhecimento de RBSs internos se os genes iniciais do mRNA estiverem 
sendo traduzidos. Por exemplo, suponha que uma porção da região codifi- 
cadora do primeiro gene do mRNA pareie com um sítio próximo ao RBS do 
segundo gene. Sob essas circunstâncias, o TRNA 165 poderia reconhecer o 
RBS apenas depois que o pareamento inibidor fosse rompido por um ribos- 
somo que estivesse traduzindo a primeira região codificadora (Fig. 15-42b). 

Como a expressão das proteínas ribossomais se acopla à quantidade de 
TRNA da célula? Em ambos os casos, a proteina ribossomal reguladora que se 
liga ao mRNA também reconhece um sítio de ligação muito forte no RNA 
apropriado (Fig. 15-44). Se esse sítio de ligação estiver desocupado, a pro- 
teína ribossomal se ligará, preferencialmente, a ele. Por outro lado, se todos 
estes sítios de ligação em rRNA estiverem ocupados, a proteína reguladora se 
ligará ao segundo sítio de ligação, com afinidade mais baixa, em seu próprio 
mRNA. Assim, a proteína ribossomal se ligará a seu próprio mRNA apenas 
quando estiver presente em excesso em relação a seu rRNA-alvo. Este evento 
de ligação competitiva simples assegura que a síntese de proteína ribosso- 
mal seja inibida apenas quando a proteína ribossomal reguladora estiver em 
excesso. 

Não surpreende que, em várias ocasiões, os dois sítios de ligação para a 
proteína reguladora ribossomal estejam relacionados um ao outro. No caso da 
proteína ribossomal S8, os dois sítios de ligação compartilham semelhanças 
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FIGURA 15-44 Regulação da expressão de proteinas ribossomais. 
Neste exemplo, é descrito um óperon de genes de proteinas ribossomais sim- 
plificado, com duas proteinas. (a) Na presença de rRNA não ligado, ambas 
as proteinas ribossomais expressas a partir do óperon se ligam ao rRNA e 
auxiliam na montagem correta do ribossomo. Sob estas circunstâncias, a pro- 
teína nbossomal 2 não se liga ao sítio de baixa afinidade adjacente ao RBS 
da proteina ribossomal 1. (b) Quando não há rRNA disponível ao qual as 
proteinas ribossomais possam se associar, a proteina ribossomal 2 se liga na 
adjacência do RBS da proteina ribossomal 1, inibindo a tradução desta ORF. 
Na ausência de tradução da proteina ribossomal 1, as sequências que são 
complementares às sequências adjacentes ao RBS da proteina ribossomal 2 
pareiam e impedem a ligação da subunidade 305 a este sitio. Conforme dis- 
cutido no texto, o acoplamento traducional também pode atuar na inibição 
da tradução de ORFs a jusante. 


significativas (Fig. 15-45). A sequência do sítio de ligação no mRNA revela 
um mecanismo claro pelo qual a S8 inibe a tradução. Como o sítio de ligação 
no mensageiro inclui o AUG de início, o mRNA ligado a um excesso de pro- 
teína S8 (neste exemplo) não pode ligar-se aos ribossomos para iniciar a tra- 
dução. As diferenças entre os dois sítios de ligação explicam porque a ligação 
com o rRNA é mais forte do que a com o mRNA, de modo que a tradução será 
reprimida apenas quando toda a necessidade para a proteína S8 na formação 
dos ribossomos estiver suprida. 

Esta estratégia de inibição traducional não está restrita às proteinas ri- 
bossomais. Outras proteínas de ligação ao RNA regulam sua expressão pela 
ligação a seus próprios mRNAs, incluindo algumas aminoacil-tRNA sinteta- 
ses. Além disso, há situações nas quais os mRNAs se dobram em estruturas 
diferentes que favorecem ou inibem a tradução, dependendo das condições 
celulares (p. ex., temperatura ou níveis metabólicos) (ver Cap. 20). 
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FIGURA 15-45 A proteína ribos- 
somal S8 se liga ao rRNA 165 e a seu 
próprio mRNA. A comparação mostra as 
regiões dos dois RNAs ligados pela pro- 
teina ribossomal S8 (codificada pelo ópe- 
ron spc) (Fig. 15-43), (a) Região do rRNA 
165 ligada pela proteina S8. (b) Sítio de 
inicio da tradução da proteina ribosso- 
mal $8 que é ligado quando não há rRNA 
165 disponivel para ligação. Sequências 
compartilhadas estão sombreadas em 
verde-escuro. As linhas pontilhadas res- 
saltam a região do rRNA 165 protegida 
pela proteína 58. O AUG (em vermelho) 
e o sítio de ligação ao RBS (enquadrado) 
para o mRNA da proteína S8 estão indi- 
cados (b), (Adaptada, com permissão, de 
Cerretti D.P. et al. 1988. J. Mol. Biol. 204: 
309-329. Elsevier.) 
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Reguladores globais da tradução eucariótica têm como alvo 
fatores fundamentais necessários para o reconhecimento 
do mRNA e ligação do tRNA iniciador ao ribossomo 


Sob condições de nutrientes reduzidos ou outros estresses celulares, em geral, 
é útil para as células eucarióticas reduzir globalmente a tradução. Nestes casos, 
duas etapas iniciais do início da tradução eucariótica são alvo para inibição: o 
reconhecimento do mRNA ou a ligação do tRNA iniciador à subunidade 405. 
Deve-se ter em mente a discussão anterior sobre o início da tradução eucarió- 
tica, na qual se viu que estes eventos ocorrem de maneira independente um do 
outro, mas que a inibição de qualquer um deles abole a síntese de novas proteí- 
nas. Em ambos os casos, o mecanismo de inibição é controlado por fosforilação. 

Um mecanismo comum de inibição é mediado pela fosforilação de elF2. 
Lembre-se de que o elF2 ligado ao GTP é necessário para direcionar o tRNA ini- 
ciador ao sítio P da subunidade 405 do ribossomo eucariótico. Várias proteínas 
quinases foram identificadas como atuantes na fosforilação da subunidade a 
de eIF2, A fosforilação dessa subunidade inibe a ação de um fator de troca de 
GTP para elF2, chamado elF2B, levando à redução dos níveis de elF2-GTP. Com 
atuação semelhante ao EF-Ts sobre EF-Tu-GDP, o elF2B estimula o eIF2-GDP a 
liberar seu GDP ligado e ligar-se a GTP. Como o elF2 ligado ao GTP é necessário 
para escoltar o tRNA iniciador à subunidade 405, níveis reduzidos de eIF2-GTP 
limitam o início da tradução. As conhecidas quinases elF2a são ativadas por 
várias condições celulares diferentes, incluindo redução nos níveis de aminoá- 
cidos (ver discussão a seguir), infecção viral e temperatura elevada. 

Um segundo mecanismo de inibição global do início da tradução tem 
como alvo a proteína de ligação ao cap 5": eIF4E. Após a ligação ao cap 5, 
elF4E liga-se a eIF4G. O curto domínio de eIF4G que é reconhecido por el- 
F4E também é encontrado em uma pequena família de proteínas chamadas 
proteínas de ligação a eIF4E (4E-BPs). Essas proteínas competem com elF4G 
pela ligação a eIF4E e, portanto, atuam como inibidores gerais do início da 
tradução (Fig. 15-46). Como elF2, as 4E-BPs são também reguladas pela fosfo- 
rilação. Em seu estado não fosforilado, as 4E-BPs ligam-se fortemente a elF4E 
e inibem a tradução. Em contrapartida, a fosforilação das 4E-BPs inibe sua 
ligação a eIF4E (Fig. 15-46). 

A fosforilação das 4E-BPs é mediada por uma proteína quinase celular 
essencial, chamada mTor. Fatores de crescimento, hormônios e outros fatores 
que estimulam a divisão celular ativam essa quinase e, portanto, aumentam a 
capacidade de tradução geral da célula. Essas observações levaram à hipótese 
de que o controle da capacidade de tradução é cuidadosamente coordenado 
com a proliferação celular. De fato, a superexpressão de eIF4E pode resultar 
em transformação cancerígena das células, e os inibidores de mTor (p. ex., 
rapamicina) são agentes quimioterápicos eficazes. Embora estes mecanismos 
reguladores tenham sido discutidos no contexto do controle global da tradu- 
ção, ambos são também utilizados para regular a tradução de mRNAs especí- 
ficos da célula, como será visto mais adiante. 


Controle espacial da tradução por 4E-BPs mRNA-específicas 


Além de regular globalmente a tradução, a ligação a eIF4E também é utilizada 
para regular a tradução de mRNAs específicos. Por exemplo, o estabelecimen- 
to correto do eixo anteroposterior do oócito (ovo) de Drosophila melanogaster 
e do embrião em desenvolvimento requer a correta localização de várias pro- 
teínas em um grande citoplasma compartilhado (ver Cap. 21 para uma descri- 
ção completa desses eventos). Em várias situações, a tradução espacialmente 
restrita destas proteínas reguladoras essenciais exerce um papel fundamental 
no controle de sua localização. 

A proteína Oskar é cuidadosamente localizada nas regiões posteriores do 
oócito, antes de sua fertilização. Apesar disso, o mRNA de Oskar é sintetizado 
por células-enfermeiras (do inglês, nurse cells) anexas ao ovário da mosca-mãe 


elF4E, 


eIF4E, 


e depositado na região anterior do oócito antes da fertilização. O mRNA de 
Oskar é, então, transportado para a região posterior do oócito. Para que a célu- 
la restrinja a expressão de Oskar à região posterior, é fundamental que o mRNA 
de Oskar não seja traduzido à medida que se desloca da região anterior para a 
posterior do oócito. 

A atuação de uma 4E-BP chamada Cup é essencial para reprimir especifica- 
mente a tradução do mRNA de Oskar (Fig. 15-47). O mRNA de Oskar contém 
várias sequências na região 3'-UTR que se ligam especificamente a uma pro- 
teína chamada Bruno. Bruno, por sua vez, liga-se a Cup, recrutando esta 4E-BP 
para o mRNA de Oskar, Quando localizada no mRNA de Oskar, Cup sobrepõe- 
-se a eIF4G na competição pela ligação a eIF4E, inibindo, assim, a tradução 
do mRNA. Cup não é abundante o suficiente para atuar de maneira geral em 
todas as traduções, como fazem as 4E-BPs descritas anteriormente. Ainda assim, 
quando localizada em um determinado mRNA, Cup torna-se um inibidor de 
tradução bastante efetivo. Esse mecanismo não é exclusivo de Oskar. A proteina 
Nanos, de Drosophila, também é regulada pelo recrutamento de Cup para seu 
mRNA. De maneira semelhante, uma proteína de ligação a mRNA chamada 
CPEB recruta uma 4E-BP chamada Maskin para alguns mRNAs cuja tradução é 
inibida durante o desenvolvimento do oócito de vertebrados. 


Uma proteína de ligação ao RNA, regulada pelo 
ferro, controla a tradução da ferritina 


A regulação dos níveis de ferro é essencial para o corpo humano. Muitas pro- 
tefnas utilizam o ferro como cofator, incluindo as proteínas de transporte de 
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FIGURA 15-46 O início da tradu- 
ção eucariótica é globalmente regu- 
lado por proteínas de ligação a elF4E 
(4E-BPs). As 4E-BPs competem com 
eIF4G pela associação com a proteina de 
ligação ao cap elF4E, Isso impede o desen- 
rolamento da extremidade 5' do mRNA 
mediado por elF4A e o recrutamento do 
complexo de pré-início 435 dependente 
de elF4G. A ligação de 4E-BPs a elF4E é 
regulada por fosforilação. A quinase mTor 
fosforila a região de ligação a elF4E das 
4E-BPs de maneira que elas não possam 
mais reconhecer elF4E, Assim, pela inibi- 
ção da atividade de 4E-BP, a quinase mTor 
aumenta a atividade traducional da célula. 
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FIGURA 15-47 A proteina de li- 
gação a elF4E, Cup, atua especifica- 
mente na inibição da tradução do 
mRNA de Oskar. Quando o mRNA de 
Oskar é transportado da região anterior 
para a posterior do oócito de Drosophila, 
é importante que ele não seja traduzido. 
A inibição da tradução de Oskar é me- 
diada por duas proteinas. A proteina de 
ligação ao RNA, Bruno, liga-se a múltiplas 
sequências na região 3'-UTR do mRNA de 
Oskar, chamadas elementos de resposta a 
Bruno (BREs, Bruno response elements) 
Bruno, então, recruta a proteina 4E-BP 
Cup para o mRNA. Quando localizada no 
MRNA, Cup sobrepõe-se a elF4G pela li- 
gação a elF4E, inibindo a tradução deste 
MRNA. 
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o domínio 4E-BP de 
cup se liga a elF4E 


IF4G é impedida de se ligar 
a elF4E e o MRNA não é traduzido 


oxigênio, hemoglobina e mioglobina, bem como muitas das proteínas envol- 
vidas na fosforilação oxidativa. Corroborando o importante papel do ferro 
no transporte de oxigênio e na produção de energia, uma escassez de ferro no 
corpo humano (chamada anemia) resulta em sensação geral de fraqueza. Por 
outro lado, o excesso de ferro é tóxico para as células e pode contribuir para 
danos no fígado, insuficiência cardíaca e diabetes. 

A proteína de ligação ao ferro ferritina é o principal regulador dos níveis 
de ferro no corpo humano. A ferritina armazena e libera ferro de maneira con- 
trolada, mantendo, assim, uma homeostase adequada de ferro. Desta maneira, 
os níveis de ferritina devem responder rapidamente aos níveis de ferro livre no 
corpo. A necessidade de responder rapidamente a alterações nos níveis de ferro 
livre resultou na regulação da expressão de ferritina em nível de síntese proteica. 

A tradução da ferritina é regulada por proteínas de ligação ao ferro chama- 
das proteínas reguladoras do ferro (IRPs, iron regulatory proteins). Essas protei- 
nas são também proteínas de ligação ao RNA que reconhecem uma estrutura 
em grampo es) ica formada na extremidade 5' do mRNA da ferritina, cha- 
mada elemento regulador de ferro (IRE, iron regulatory element) (Fig. 15-48). 
É importante notar que a habilidade de essas proteinas reconhecerem o IRE 
é controlada pelos níveis de ferro na célula. Em células deficientes em ferro, 
a concentração de ferro é muito baixa para ligar-se às IRPs. Na ausência de 
ferro ligado, essas proteínas ligam-se fortemente ao IRE e inibem a habilidade 
de eIF4A/B desfazer a estrutura em grampo do IRE. A presença continuada do 
grampo atua como um bloqueio estérico para a ligação do mRNA ao comple- 
xo 435. Em contrapartida, quando a concentração de ferro livre na célula for 
elevada, as IRPs ligam-se ao ferro. Quando ligadas ao ferro, as IRPs perdem sua 
habilidade de ligar-se ao IRE e, portanto, não conseguem inibir a tradução. 


A tradução do ativador transcricional de levedura 

Gcn4 é controlada por curtas ORFs a montante 

e pela abundância de complexo ternário 

O Gcn4 é um ativador transcricional de levedura que regula a expressão de 
genes codificadores das enzimas que promovem a biossíntese dos aminoáci- 
dos. Embora seja um ativador de transcrição, o próprio Gcn4 é regulado em 
nível de tradução. Na presença de baixos níveis de aminoácidos, o mRNA de 
Gens é traduzido (e, assim, as enzimas de biossíntese são expressas). Contudo, 


elemento regulador 
de tero E" 
proteina reguladora de terro (-Fe"?) spot? 
pode so igar a RE 
Doeane 
não pode sa igar a RE @ 


FIGURA 15-48 Regulação da tradução da Ferritina por ferro. A região 5'-UTR dos 
genes de ferritina inclui uma estrutura em haste-alça chamada de elemento regulador de ferro 
(IRE, iron regulatory element). A proteina reguladora de ferro (IRP, iron regulatory protein) se 
liga fortemente a este sítio quando não está ligada a Fe””. Ao estabilizar a estrutura de haste- 
-alça de IRE, IRP impede que elF4A remova esta estrutura da extremidade do mRNA da ferriti- 
na. Sob estas condições, a associação do complexo de pré-início 435 com o mRNA não pode 
ocorrer e os genes da ferritina não são traduzidos, Quando os niveis de ferro estão elevados ea 
proteina Ferritina é necessária, IRP se liga ao Fe””, o que inibe sua habilidade de se ligar a IRE e, 
portanto, permite a tradução da proteina Ferritina. 


na presença de altos níveis de aminoácidos, o mRNA de Gcn4 não é traduzido. 
Como essa regulação é atingida? 

Ao contrário da típica estrutura do mensageiro eucariótico, o mRNA que 
codifica a proteína Gcn4 contém quatro pequenas fases de leitura abertas a 
montante da sequência codificadora (chamadas uORFs) de Gen4. A ORF mais 
a montante delas (uORF1) é reconhecida de maneira eficiente por ribossomos 
que escaneiam o mensageiro a partir da extremidade 5". Após a tradução da 
uORFI pelos ribossomos, uma propriedade exclusiva dessa ORF permite que 
50% das subunidades menores dos ribossomos continuem ligados ao RNA e 
prossigam em sua busca por códons de início (AUG) a jusante na mensagem 
(Fig. 15-49) (ver Quadro 15-3). 

O controle de qual AUG a jusante é reconhecido pela subunidade menor 
é feito pela ligação da subunidade ao elF2 complexado a um tRNA iniciador. 
Na ausência de um tRNA iniciador no sítio P, a subunidade 40S não con- 
segue reconhecer uma sequência AUG no mRNA. Assim, antes de iniciar a 
tradução em qualquer ORF a jusante, a subunidade 40S precisa ligar-se ao 
elF2:Met-tRNA “º (a partir deste momento chamado de TC, do inglês, ternary 
complex [complexo ternário)). 

Quando os níveis de aminoácidos não são limitantes, o TC religa-se aos 
ribossomos logo após concluir a tradução da uORF1 (Fig. 15-49), Uma vez 
religadas ao TC, as subunidades menores podem reconhecer um AUG e rei- 
niciar a tradução em uma das outras uOREs (2, 3 ou 4). Ao contrário do que 
ocorre com a uORFI, após a tradução de qualquer uma destas uORFs, o ribos- 
somo dissocia-se completamente do mRNA e não consegue alcançar a ORF de 
Gena. Portanto, a proteína Gcn4 não é produzida. 

Sob baixo níveis de aminoácidos, uma combinação de eventos reduz a 
taxa na qual o TC se liga à subunidade 405. Níveis limitados de aminoácidos 
levam a uma abundância de tRNAs não carregados, o que, por sua vez, ativa 
uma elF2a quinase chamada Gcn2. Conforme descrito para o controle global 
da tradução por elF2a quinases, quando Gen2 fosforila eIF2, a população de 
eIF2-GTP é reduzida, porque a interação de eIF2 com o fator de troca de GTP, 
eIF2B, é inibida. Como elF2 pode ligar-se a Met-tRNA ““ apenas na presen- 
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FIGURA 15-49 Controle traducional de Gcn4 em resposta à privação de ami- 
noácidos. Conforme descrito em detalhes no texto, a ORF que codifica o ativador de levedura 
Gen4 é precedida por quatro ORFs curtas chamadas UORFs (aqui, apenas UORF! e UORF4 estão 
representadas). A primeira destas ORFs a montante é traduzida inicialmente e, devido a pro- 
priedades especiais desta ORF, aproximadamente metade das subunidades 405 é retida após o 
término da tradução para continuar escaneando o mRNA de Gen4. (a) Quando há aminoácidos 
em abundância, elF2B estimula elF2 a trocar GDP por GTP rapidamente, Isso permite a rápida 
ligação de elF2-GTP-Met-tRNA!” à subunidade 405 e a habilidade para reconhecer uma das 
outras três ORFs curtas. A tradução de qualquer uma destas uORFs resulta no término completo 
da tradução. (b) Sob condições de baixos níveis de nutrientes, a fosforilação de elF2 pela quina- 
se elF2a, GcnZ, reduz a habilidade de elF28 estimular a ligação de GTP a elF2. Níveis reduzidos 
de elF2-GTP resultam em ligação mais lenta de elF2-GTP-Met-tRNA!“ à subunidade 405. Esta 
velocidade reduzida de ligação ao tRNA iniciador aumenta a chance de o ribossomo que está 
fazendo o escaneamento venha a passar pela UORF4 antes de conseguir reconhecer um AUG 
e, portanto, favorece a tradução de Gcn4. (Modificada, com permissão, de Hinnebusch A.G. 
1997. J. Biol. Cell 272: 21661-21664, Fig. 1. © American Society for Biochemistry & Molecular 
Biology) 
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ça de GTP, essas condições levam a menos TC e reduzem a taxa de ligação 
de TC à subunidade 405 (Fig. 15-49b). A reduzida taxa de ligação significa 
que a subunidade 405 continua a escanear ainda mais longe no mRNA, sem 
a capacidade de reconhecer um AUG. Se o ribossomo escanear através dos 
AUGs para as uORFs 2 a 4 antes de religar-se ao TC, então essas ORFs não 
serão traduzidas. Os códons de início para as uORFs 2 a 4 estão relativamente 
próximos a uORF1, enquanto o AUG da ORF de Gcn4 está muito mais a ju- 
sante. Esta distância adicional fornece uma grande janela de tempo para que 
o TC se ligue à subunidade menor antes que a ORF de Gcn4 seja encontrada, 
aumentando as chances de o ribossomo traduzi-la. De fato, remover o RNA 
espaçador entre as uORFs e o códon de início de Gcn4 resulta na redução 
progressiva da expressão da proteína Gcn4. Assim, na presença do TC limi- 
tante, a Gcn4 é produzida e pode ativar os genes necessários para sintetizar 
novos aminoácidos na célula. O uso de tecnologias de sequenciamento de 
última geração para analisar padrões de tradução global — isto é, medir todos 
os mRNAs que estão sendo traduzidos — é descrito no Quadro 15-6, Perfil de 
ribossomo e polissomo. 


TÉCNICAS 


Quadro 15-6 Perfil de ribossomo e polissomo 


Existem várias maneiras para medir o nível de expressão 
gênica de uma célula. Muitos ensaios têm como enfoque a 
determinação da quantidade do produto primário da expres- 
são gênica, o RNA. Por outro lado, a existência de um mRNA 
em uma célula não significa que a proteina codificada pelo 
MRNA esteja sendo expressa. Para determinar se uma pro- 
teina está realmente sendo sintetizada em uma célula, deve- 
-se medir a tradução deste mRNA. 

Estudos iniciais para determinar a extensão da tradução 
de um mRNA focavam na associação do mRNA com os polis- 
somos. Nesses estudos, os pesquisadores adicionavam o fár- 
maco ciclo-heximida às células para interromper a tradução 
no estágio de translocação. As células tratadas eram, então, 
rompidas, e o extrato celular resultante separado por centri- 
fugação em um gradiente de sacarose (Fig. 1 deste quadro). 
Devido ao grande tamanho do ribossomo, os mRNAs asso- 
ciados a ele migram muito mais rapidamente durante a cen- 
trifugação em relação ao mRNA livre. Além disso, os mRNAs 
que fazem parte de um polissomo migram ainda mais rápido. 
A medida da proteina total por meio do gradiente revela vá- 
rios picos correspondentes ao mRNA associado a números 
crescentes de ribossomos (i.e., em polissomos). A medida da 
presença de mRNA nestas frações (p. ex., por Northern blot 
ou RT-PCR) revela se o mRNA está sendo traduzido. 

Mais recentemente, este ensaio foi adaptado para tirar 
vantagem das novas tecnologias de sequenciamento e obter 
uma medida global dos mRNAs que estão sendo traduzidos 
em uma população celular, Chamado de perfil ribossomal, 
assim como no ensaio de perfil de polissomo, este ensaio 
começa com o tratamento da população celular com ciclo- 
-heximida e a obtenção de um extrato celular, A próxima eta- 
pa do ensaio tira vantagem do achado de que um ribossomo 
em alongamento protege o trecho de ~28 bases do mRNA 
que está no centro de decodificação contra a digestão por 
RNase | (Fig. 2a deste quadro). Assim, antes da centrifuga- 
ção no gradiente de sacarose, o extrato celular é tratado com 
RNase |. Após a centrifugação, as frações contendo as parti- 


culas 805 (ribossomo mais mRNA protegido) são isoladas e 
desnaturadas, e os RNAs de 28 bases associadas são isolados. 
por purificação em gel. Após a conversão em DNA de dupla- 
-fita, os RNAs são submetidos a sequenciamento. Analisan- 


MRNA 


frações do gradiente de sacarose 


QUADRO 15-6 FIGURA 1 Perfil do polissomo. mRNAs 
com diferentes números de ribossomos associados (polisso- 
mos) podem ser separados do mRNA livre e de ribossomos 
e subunidades ribossomais, pela centrifugação em gradiente 
de sacarose. A presença de um mRNA na fração polissomal 
indica que o mRNA está sendo ativamente traduzido. 
(continua) 
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Quadro 15-6 (Continuação) 


do as sequências de DNA resultantes, pode-se determinar 
prontamente não apenas os mRNAs que estavam sendo ati- 
vamente traduzidos no momento do tratamento com cicio- 
-heximida, mas também exatamente onde cada ribossomo 
estava localizado. De fato, o método é preciso o suficiente 
para determinar quais códons estavam nos sítios A e P. 

Esta abordagem tornou-se rapidamente um método 
importante para analisar a expressão gênica. Ao comparar 
os números das leituras de sequências de cada gene entre 


b 
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duas populações celulares, pode-se identificar as alterações 
nas proteinas que são produzidas nas duas populações ce- 
lulares (p. ex., crescimento em níveis altos ou baixos de ami- 
noácidos) (Fig. 2b deste quadro). Além disso, devido à sua 
precisão, este método pode revelar também atributos da 
tradução. Por exemplo, esta técnica foi utilizada para deter- 
minar que muitos dos sítios de pausa traducional em E, coli 
ocorrem devido à presença de uma sequência semelhante ao 
RBS nas ORFs. 


QUADRO 15-6 FIGURA 2 Perfil do ribossomo. (a) Po- 
lissomos tratados com RNase | são separados em um gradien- 
te de sacarose para isolar monorribossomos (partículas 805). 
Estes nbossomos possuem apenas 28 nucleotídeos de mRNA 
que estavam protegidos da degradação pelo ribossomo. Os 
fragmentos de mRNA resultantes são purificados em gel e 
convertidos em DNA (usando transcriptase reversa) e subme- 
tidos ao sequenciamento de DNA, As sequências resultantes 
são mapeadas na sequência genômica do organismo para 
revelar os sítios de contato com ribossomos, representando 
os sítios de tradução. Quanto maior o número de sequên- 
cias isoladas de uma determinada região, mais ativamente 
ela está sendo traduzida. (b) Dados representativos do perfil 
ribossomal do gene GCN4 de $. cerevisiae sob condições de 
crescimento em meio rico e com escassez de aminoácidos, 
O gráfico é um histograma de um número normalizado de 
vezes em que uma determinada sequência estava presente 
sob cada uma das condições (leituras por milhão de bases, 
ou rpM). Observam-se as diferentes taxas de tradução das 
UORFs e da ORF de Gená nas duas condições. 
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REGULAÇÃO DEPENDENTE DE TRADUÇÃO DA 
ESTABILIDADE DO mRNA E DA PROTEÍNA 


Com alguma frequência, serão produzidos mRNAs mutantes ou danificados. 
Esses mRNAs defectivos podem resultar de erros de transcrição ou de lesões 
ocorridas após a sua síntese, Por serem fitas simples, os mRNAs são, por exem- 
plo, mais suscetíveis a quebras. Os mRNAs danificados podem produzir pro- 
teínas incompletas ou incorretas, que poderiam ter efeitos nocivos à célula. 
Em alguns casos, como nas mutações de ponto, que alteram um único ami- 
noácido, pouco pode ser feito para eliminar o mRNA mutante ou seu produ- 
to proteico. Entretanto, em outros casos descritos mais adiante, o processo 
de tradução é utilizado para detectar mRNAs defeituosos e eliminá-los, bem 
como seus produtos proteicos. 


O SsrA RNA resgata ribossomos que 
traduzem mRNAs danificados 


Normalmente, é necessário um códon de término para dissociar um ribosso- 
mo de um mRNA. Mas o que acontece com um ribossomo que inicia a tradu- 
ção de um fragmento de mRNA desprovido de um códon de término na fase 
de leitura adequada? Um mRNA assim pode ser gerado por transcrição incom- 
pleta ou pela ação de nucleases. A tradução deste tipo de mRNA pode iniciar 
normalmente e continuar até que sua extremidade 3' seja alcançada. Neste 
ponto, o ribossomo estará impedido de prosseguir. Não há qualquer códon a 
ser ligado ou mesmo um aminoacil-tRNA ou um fator de liberação. Sem que 
exista algum mecanismo que o libere deste mRNA defeituoso, o ribossomo 
permanecerá preso e não estará mais disponível para a síntese de polipeptíde- 
os. Em células procarióticas, esses ribossomos estagnados são resgatados pela 
ação de uma molécula quimérica de RNA que é parte tRNA e parte mRNA, 
adequadamente chamada de tmRNA. 

O SsrA é um tmRNA com 457 nucleotídeos que incluí uma região em sua 
extremidade 3' que lembra muito o tRNA™ (Fig. 15-50). Essa semelhança per- 
mite que o SsrA RNA seja carregado com alanina e que se ligue a EF-Tu-GTP. 
Quando um ribossomo fica estagnado na extremidade 3' de um mRNA, o 
complexo SsrA“*-EF-Tu-GTP liga-se ao sítio A do ribossomo e participa da 
reação da peptidiltransferase, como faria qualquer outro tRNA. A translocação 
do peptidil-SsrA RNA resulta na liberação do mRNA danificado. Notavelmen- 
te, a translocação do SsrA RNA também resulta na entrada de uma porção des- 
se RNA no canal de ligação ao mRNA do ribossomo. Essa porção do SsrA RNA 
atua como mRNA e codifica 10 códons, seguidos por um códon de parada. 

O resultado líquido da ligação de SsrA é que, quando o mRNA defeituoso 
é liberado do ribossomo, a proteína codificada pelo mRNA incompleto é fu- 
sionada a uma “etiqueta peptídica” de 10 aminoácidos em sua extremida- 
de carboxiterminal, e o ribossomo é reciclado. Curiosamente, a etiqueta de 
10 aminoácidos é reconhecida por proteases celulares que rapidamente de- 
gradam a etiqueta e o peptídeo truncado ao qual ela está ligada. Assim, os 
produtos de tradução que surgem de mRNAs danificados são rapidamente 
eliminados para evitar que estas proteínas defeituosas prejudiquem a célula. 

Como o SsrA RNA se liga apenas a ribossomos estagnados? Devido a seu 
tamanho grande (mais de quatro vezes mais longo do que um tRNA-padrão), 
o SsrA RNA não consegue se ligar ao sítio A durante o alongamento nor- 
mal. Em contrapartida, quando a extremidade 3' do mRNA não está presen- 
te, um espaço adicional é criado no sítio A para acomodar um RNA maior 
(Fig. 15-50). Assim, apenas ribossomos estagnados na, ou muito próximos à, 
extremidade 3' de um mRNA são sítios de ligação para o SsrA RNA. Recente- 
mente, revelou-se que SsrA é o alvo de um dos fármacos utilizados em com- 
binação para o tratamento da tuberculose (ver Quadro 15-7, Um fármaco de 
primeira linha no tratamento da tuberculose tem como alvo a etiqueta SsrA). 
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por proteases 


FIGURA 15-50 O tmRNA SsrA resgata ribossomos estagnados em mRNAs prema- 
turamente terminados. O RNA de SsrA mimetiza um tRNA mas pode apenas se ligar a um 
ribossomo que está estagnado na extremidade 3º de um mRNA. Uma vez ligado, o RNA de SstA. 
substitui parte de sua sequência para atuar com um novo "mRNA." 
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CONEXÕES CLÍNICAS 


Quadro 15-7 Um fármaco de primeira linha no tratamento da tuberculose tem como alvo a etiqueta SsrA 


Uma das maiores pragas da humanidade, a tuberculose, data 
da antiguidade, com evidências da doença sendo observa- 
das em múmias egípcias. Seus graves sintomas incluem tos- 
se crônica, sangue no escarro e perda de peso (daí o termo 
antigo “tísico”, para denominar o doente). O patógeno que 
causa a tuberculose é a bactéria Mycobacterium tuberculosis. 
Acredita-se que um terço da população mundial esteja infec- 
tada com M. tuberculosis, mas na maioria destes indivíduos, 
a bactéria permanece em estado latente, e os indivíduos são 
saudáveis. Cerca de 10% dos indivíduos infectados desen- 
volvem a doença ao longo da vida, resultando em cerca de 
8 milhões de pessoas com tuberculose e quase 1,5 milhão de 
mortes anuais. Indivíduos com sindrome da imunodeficiência 
adquirida (Aids) e outras imunodeficiências apresentam risco 
particularmente alto para tuberculose. 

A tuberculose é tratada com uma combinação de quatro 
fármacos de primeira linha: rifampicina, isoniazida, etambu- 
tol e pirazinamida. O modo de ação de três destes fármacos 
é bem conhecido. A rifampicina é um inibidor das RNA-poli- 
merases bacterianas (Cap. 18), e a isoniazida e o etambutol 
inibem a síntese de diferentes componentes do envelope ce- 
lular de M. tuberculosis. O mecanismo de ação da pirazina- 
mida, no entanto, permaneceu um mistério desde que seus 
efeitos terapêuticos foram descobertos, há mais de meio sé- 
culo. A pirazinamida é um profármaco convertido no agente 
ativo ácido pirazinoico por uma desaminase (pirazinamidase) 
(Fig. 1 deste quadro) ao entrar na célula bacteriana. Recente- 
mente, uma equipe de cientistas dos Estados Unidos, da Chi- 
na e da Coreia do Sul identificou SsrA (ver texto e Fig. 15-50) 
como alvo do ácido pirazinoico. 

Shi e colaboradores (2001) enfrentaram o problema de 
como o ácido pirazinoico atua, imobilizando-o em uma colu- 
na e realizando cromatografia de afinidade para identificar 
proteínas de M. tuberculosis que se ligam ao fármaco. Uma 
das proteínas identificadas foi a maior proteina da subuni- 
dade menor do ribossomo, a proteína ribossomal $1 ou 
RpSA. A RpsA exerce um papel essencial na tradução, ligan- 
do-se ao mRNA a montante da sequência de Shine-Dalgarno 
e ajudando a ancorar o mRNA à subunidade menor durante 


o início da tradução. Mas a RpsA também está envolvida na 
etiquetagem de SsrA. O RNA de SsrA é entregue ao ribosso- 
mo estagnado em um complexo com uma proteína de liga- 
ção ao SsrA (SmpB) e, curiosamente, com RpsA (bem como 
com EF-Tu—GTP). Shi e colegas descobriram que mutantes 
que exibem resistência ao fármaco possuem RpsA alterada, 
Eles também observaram que o ácido pirazinoico bloqueia. 
a ligação do RNA de SsrA à RpsA selvagem, mas não à RpsA 
mutante resistente o ácido pirazinoico. Finalmente, e mais 
importante, eles viram que o fármaco inibe a etiquetagem 
com SsrA em um ensaio de síntese proteica in vitro, com um 
MRNA modificado que necessita da função de SsrA. Como 
controle, o ácido pirazinoico teve pouco efeito sobre a sinte- 
se proteica com um molde de mRNA normal, mostrando que 
ele não estava inibindo a função normal de RpsA. 

A história da pirazinamida realça as crescentes conexões 
entre a biologia química e a biologia molecular na medicina 
moderna. Novos fármacos importantes são descobertos, às 
vezes, pela triagem de bibliotecas de pequenas moléculas em 
busca de atividades contra proteínas envolvidas em proces- 
sos celulares importantes nas doenças, Por outro lado, fár- 
macos descobertos simplesmente com base em seus efeitos 
terapêuticos podem levar a alvos não reconhecidos previ 
mente que controlam o funcionamento da célula. Por fim, 
saber hoje que a pirazinamida exerce seu efeito terapêutico 
pela ligação ao RpsA abre portas para a descoberta de novas 
classes de compostos contra a M. tuberculosis que possuem 


como alvo a etiquetagem por SsrA. 
a p di = O~ 
acido pirazinolco 
QUADRO 15-7 FIGURA 1 Conversão da pirazinamida 


em ácido pirazinoico. 


As células eucarióticas degradam mRNAs incompletos 


ou com códons de término prematuros 


Nas células eucarióticas, a tradução está estreitamente ligada ao processo de 
degradação do mRNA (Fig. 15-51). Essa ligação é explorada por dois meca- 
nismos que monitoram a integridade dos mRNAs durante a tradução. Por 
exemplo, quando um mRNA possui um códon de término prematuro (co- 
nhecido como códon sem sentido ou nonsense) (ver Cap. 16), o mRNA é rapi- 
damente degradado por um processo chamado decaimento mediado por 
nonsense (Fig. 15-51b). Em mamíferos, o reconhecimento de mRNAs com 
códons de término prematuros depende da associação de complexos protei- 
cos na ORF do mRNA. Esses complexos de junção de éxons são formados no 
mRNA em consequência do processamento e estão localizados imediatamen- 
te a montante de cada limite entre éxons (ver Cap. 14). Normalmente, quan- 
do um primeiro ribossomo traduz um mRNA, esses complexos são removidos 
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FIGURA 15-51 mRNAs eucarió- 
ticos com códons de término pre- 
maturos são alvos de degradação. 
(a) A tradução de um mRNA normal des- 
loca todos os complexos de junção de 
éxons. (b) Decaimento mediado por non- 
sense, À tradução de um mRNA com um 
códon de término prematuro não desloca 
um ou mais dos complexos de junção de 
éxons, Isso resulta no recrutamento das 
proteínas Upf1, Upf2 e Upf3 para o ri- 
bossomo. Uma vez ligadas ao ribossomo, 
estas proteínas ativam uma enzima de re- 
moção de cap que remove o cap 5'e uma 
enzima de desadenilação que remove a 
cauda de poli(A) do mRNA. O mRNA des- 
provido de cap e desadenilado é, então, 
rapidamente degradado por exonuciases 
5º para 3º (kml) e 3'-5' (exossomo) que 
são normalmente incapazes de degradar 
o mRNA devido à presença do cap 5º e da 
cauda de poii(A). 


à medida que o mRNA ingressa no centro de decodificação do ribossomo. 
Entretanto, se houver um códon de término prematuro presente no mRNA 
(devido a uma mutação gênica ou a erros de transcrição ou de processamen- 
to), o ribossomo é liberado antes da remoção de todos os complexos de jun- 
ção de éxons. Sob estas condições, os complexos de junção de éxons e o eRF3 
que está ligado ao ribossomo de término prematuro recrutam um conjunto 
de proteínas para o ribossomo. Essas proteínas recrutam e/ou ativam múlti- 
plas enzimas que clivam o mRNA, removem o cap 5' do mRNA ou removem 
a cauda poli(A) da extremidade 3'. Como o mRNA é normalmente protegido 
da degradação pelo cap 5' e pela cauda poli(A), qualquer um desses eventos 
resulta na exposição de extremidades 5’ ou 3' desprotegidas, levando à rápida 
degradação do mRNA por exonucleases 5' -»3'e 3' -> S’. 

Um processo diferente, chamado decaimento de mRNAs sem inter- 
rupções, resgata ribossomos que traduzem mRNAs desprovidos de um có- 


don de término (Fig. 15-52a). Ao contrário de seus homólogos procarióticos, 
os mRNAs eucarióticos terminam com uma cauda poli(A). Quando um mRNA 
desprovido de códon de término é traduzido, o ribossomo traduz também a 
cauda poli(A) (porque não há códon de término para fazê-lo terminar antes 
de chegar à cauda). Isso resulta na adição de várias lisinas na extremidade 
da proteína (AAA é o códon da lisina) e no confinamento do ribossomo na 
extremidade do mRNA. O ribossomo estagnado é ligado a duas proteínas re- 
lacionadas a eRF1 e eRF3 (Dom34 e Hbs1) que estimulam a dissociação do 
ribossomo e a liberação do peptidil-tRNA e do mRNA. Um segundo fator rela- 
clonado a eRF3, Ski7, recruta uma exonuclease 3' -> 5' que degrada o mRNA 
sem códon de término. Além desses eventos, assim como no decaimento 
mediado por nonsense, o mRNA sem códon de término é clivado por uma 
endonuclease. As proteínas que derivam de mRNAs sem códons de término 
(e, portanto, contêm polilisina na sua extremidade carboxiterminal) são ins- 
táveis, o que leva à sua rápida degradação. Assim, como nos procariotos, as 
proteínas sintetizadas por mRNAs sem códons de término são rapidamente 
removidas da célula. 

Um terceiro mecanismo de vigilância de mRNA relacionado à degradação 
de mRNAs sem códon de término é a degradação inútil (Fig. 15-52b). Esse 
mecanismo reconhece os ribossomos que estão estagnados em um mRNA. 
Isso pode ocorrer como resultado de uma estrutura secundária de mRNA es- 
tável na região codificadora do mRNA ou por conta de um trecho de códons 
para os quais há poucos tRNAs correspondentes na célula. Embora a razão 
para a estagnação do mRNA seja distinta da razão da degradação de mRNA 
sem códon de término, as consequências são muito semelhantes. Dom34 e 
Hbs1 ligam-se ao ribossomo estagnado e estimulam sua dissociação em subu- 
nidades menor e maior. Além disso, a clivagem endonucleolítica do mRNA 
também é observada. Assim como no decaimento mediado por nonsense e 
no decaimento de mRNAs sem interrupções, a identidade da endonuclease é 
desconhecida. 

Uma característica interessante da degradação do mRNA mediada por 
nonsense, da degradação sem códon de término e da degradação inútil é que 
todos esses processos exigem a tradução do mRNA danificado, a detecção do 
defeito e posterior degradação do mRNA. Não havendo tradução, os mRNAs 
danificados não são rapidamente degradados e têm estabilidade normal. Por- 
tanto, as células eucarióticas embora indiretamente dependem da tradução 
“como mecanismo de revisão de seus mRNAs. 
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As proteínas são sintetizadas a partir de moldes de RNA cha- 
mados RNAs mensageiros (mRNAs), em um processo conhe- 
cido como tradução. A tradução compreende a decodificação 
da informação contida em uma sequência nucleotídica para a 
sequência linear de aminoácidos de uma cadeia polipeptídica. 
A maquinaria para a síntese proteica é composta por quatro 
componentes principais: mRNA; RNAs adaptadores, conheci- 
dos como RNAs transportadores (tRNAs); aminoacil-tRNA sin- 
tetases, que ligam os aminoácidos aos tRNAs; e ribossomo, um 
complexo com várias subunidades de proteínas e RNA, que 
catalisa a formação das ligações peptídicas. 

O mRNA contém a sequência codificadora da proteina 
e os elementos de reconhecimento para o início e o término 
da tradução. A sequência codificadora é conhecida como fase 
aberta de leitura (ORF), consistindo em uma série de unidades 
consecutivas de três nucleotídeos cada, os códons. Uma ORF 
especifica uma cadeia polipeptídica única. Cada ORF inicia 
em um códon de início e termina em um códon de término. 


O códon de início geralmente é AUG ou GUG em procario- 
tos e sempre AUG em eucariotos. Nos procariotos, o códon de 
início é precedido por uma região complementar à sequência 
do rRNA 165, componente do ribossomo, que é responsável 
pelo alinhamento do ribossomo com o códon de início. Nos 
eucariotos, o mRNA tem uma estrutura especial em sua extre- 
midade $’, conhecida como cap $', que é responsável pelo re- 
crutamento do ribossomo. Os mRNAs eucarióticos terminam 
em uma repetição de resíduos de A, conhecida como cauda 
poli(A), que aumenta a eficiência da tradução. Frequente- 
mente, os mRNAs de procariotos possuem duas ou mais ORFs, 
sendo chamados policistrônicos. Em geral, os mRNAs de eu- 
cariotos contêm apenas uma fase de leitura e são chamados 
monocistrônicos. 

OS tRNAs são a interface física entre os códons do mRNA 
e os aminoácidos que são adicionados à cadeia polipeptídica 
crescente. Os tRNAs são moléculas em formato de L com uma 
alça em uma das extremidades que apresenta o anticódon e 
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FIGURA 15-52 mRNAs eucarióticos com códons de término prematuros são alvos 
de degradação. (a) Decaimento de mRNAs sem interrupções. Na ausência de um códon de 
término, a cauda de poli(A) do mRNA é traduzida, levando à adição de polilisina (AAA codifica 
Lys) ao final da proteína. Ao alcançar a extremidade 3º do molde, o ribossomo estagnado é re- 
conhecido por um complexo de Dom34 e Hbs1. Após entregar Dom34 ao ribossomo, Hbs1 hi- 
drolisa GTP e é liberado. Em combinação com a ATPase Ri, Dom34 atua na desmontagem do 
ribossomo em suas duas subunidades e recruta uma endonuclease que cliva o mRNA a mon- 
tante do ribossomo. Os fragmentos de mRNA resultantes são degradados por exonucleases 
5'3" e 3'5'. A proteina com a extremidade de poliisina também é submetida à proteólise, 
(b) Degradação inútil. Assim como no decaimento de mRNAs sem interrupções, a degı 

inútil é inicada quando o ribossomo fica bloqueado. Neste caso, a parada é induzida por uma 
estrutura secundária de RNA ou por um trecho de códons que necessitam de tRNAs carrega- 
dos presentes em baixa concentração (geralmente chamados de códons raros). O ribossomo 
estagnado é reconhecido por Dom34 e Hbs1, o ribossomo é liberado e o MRNA é degradado 
de maneira semelhante ao decaimento de mRNAs sem interrupções. 


uma sequência S-CCA-3' que se projeta para fora da extremi- 
dade 3", O anticódon é complementar ao códon, que ele reco- 
nhece pelo pareamento de bases. Os aminoácidos são ligados 
ao resíduo aminoterminal de 5-CCA-3' por uma ligação acila 
entre o grupo carbonila do aminoácido e a 2-OH ou 3/-OH da 
ribose terminal. 

As aminoacil-tRNA sintetases ligam os aminoácidos aos 
tRNAs, em um processo em duas etapas, chamado carregamen- 
to. A mesma aminoacil+RNA sintetase é responsável pelo car- 
regamento de todos os tRNAs correspondentes a um determi- 
nado aminoácido. As sintetases reconhecem os tRNAs corretos 
por interações com as duas extremidades dessas moléculas em 
formato de L. As sintetases são responsáveis pelo carregamen- 
to de seus tRNAs com o aminoácido correto, fazendo isso com 
alta fidelidade. Algumas aminoacil-tRNA sintetases têm preci- 
são ainda maior, por meio de um mecanismo de revisão. 

O ribossomo consiste em uma subunidade maior, que 
contém o sítio da formação da ligação peptídica (centro da 
peptidiltransferase), e em uma subunidade menor, que con- 
tém o sítio de decodificação do mRNA (centro de decodifica- 
ção). Ambas as subunidades são compostas por um ou mais 
RNAs e por várias proteínas. Além de constituírem a principal 
característica estrutural das subunidades ribossomais, os RNAs 
são também os responsáveis pelas principais funções do ribos- 
somo. O ribossomo completo contém três sítios de ligação ao 
tRNA entre as duas subunidades: o sítio A, onde o tRNA entra 
no ribossomo; o sítio P, que contém o peptidil-tRNA; e o sítio 
E, por onde os tRNAs desacetilados saem do ribossomo. 

A tradução de uma proteína envolve um ciclo de associa- 
ção e dissociação das subunidades maior e menor. Nesse ciclo 
ribossômico, as subunidades maior e menor juntam-se no inf- 
cio de uma ORF e dissociam-se em subunidades livres, quan- 
do a tradução da ORF foi completada. A tradução do mRNA 
começa na extremidade 5’ da ORE, e a cadeia polipeptídica é 
sintetizada da direção aminoterminal para carboxiterminal. 

A tradução ocorre em três fases principais: início, alon- 
gamento e término. Em procariotos, o início envolve o recru- 
tamento da subunidade ribossomal menor para o mRNA, por 
meio da interação entre o sítio de ligação com o ribossomo 
(RBS) e o rRNA 165. Essa interação é facilitada por três pro- 
teínas auxiliares (chamadas fatores de início IF], IF2 e IF3), 
que ajudam a manter as duas subunidades separadas e recru- 
tam um tRNA iniciador especial para o códon de início. O pa- 
reamento entre o anticódon do tRNA iniciador carregado e o 
códon de início desencadeia o recrutamento da subunidade 
maior, a liberação de fatores de início e o posicionamento 
do tRNA iniciador carregado no sítio P. Este é o complexo de 
início procariótico, e ele está pronto para receber um tRNA 
carregado no sítio A e realizar a formação da primeira ligação 
peptídica. 

Os mRNAs eucarióticos recrutam a subunidade menor por 
meio do reconhecimento do cap 5' e da ação de diversos fato- 
res de início auxiliares. Um conjunto de fatores atua da mes- 
ma forma que os fatores de início procarióticos, recrutando o 
tRNA iniciador para a subunidade menor. Um conjunto distin- 
to de fatores, único às células eucarióticas, reconhece o cap 5' 
e prepara o mRNA para ligar-se à subunidade menor ligada ao 
fator de início (complexo de pré-início 438). Após ligar-se ao 
mRNA, a subunidade menor desloca-se sobre o mRNA a jusan- 
te até encontrar um AUG, que ela reconhece como códon de 
início. Como nos procariotos, a subunidade ribossomal maior 
associa-se ao mRNA apenas após o reconhecimento do AUG 
de início. 
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A primeira etapa da fase de alongamento da tradução é a 
introdução de um tRNA carregado no sítio A. Isso é catalisado 
pela proteína de ligação a GTP, EF-Tu, em procariotos e sua 
equivalente em eucariotos. Vários mecanismos asseguram a 
constituição do pareamento correto entre os pares de bases do 
códon e do anticódon antes que o grupo aminoacil seja admi- 
tido no centro da peptidiltransferase. A seguir, a formação da 
ligação peptídica acontece pela transferência da cadeia pep- 
tídica do tRNA no sítio P para o aminoacil-tRNA no sítio A. 
A formação da ligação peptídica é catalisada por RNA no cen- 
tro da peptidiltransferase da subunidade maior, bem como 
pelo 2'-OH do tRNA no sítio P. Esta ribozima estimula o ata- 
que nucleofílico do grupo amino do aminoacil-tRNA do sítio 
A no grupo carbonila que liga a cadeia polipeptídica crescen- 
te ao tRNA no sítio P. Finalmente, o ribossomo transloca-se 
para o próximo códon livre em um processo dirigido pela 
reação da peptidiltransferase e pela ação do fator de alonga- 
mento EF-G (ou seu equivalente eucariótico). Em constquên- 
cia da translocação, o tRNA desacilado no sítio P é transferido 
para o sítio E, para sair do ribossomo, e o peptidil-tRNA no 
sítio A é transferido para o sítio P, agora livre. O códon adja- 
cente no mRNA é transferido para o sítio A livre, posicionado 
para aceitar o ingresso de um novo tRNA carregado trazido 
pelo EF-Tu. 

A tradução termina quando o ribossomo encontra um 
códon de término, o qual é reconhecido por um dos dois fa- 
tores de liberação de classe I em procariotos, e um único fa- 
tor de liberação de classe I em eucariotos. O fator de liberação 
desencadeia a hidrólise do polipeptídeo do peptidil-tRNA e, 
portanto, a liberação do polipeptídeo completo. Em proca- 
riotos, um fator de liberação de classe II, um fator de recicla- 
gem do ribossomo e um fator de início (IF3 nos procariotos) 
completam o término, ao provocarem a liberação do mRNA e 
dos tRNAs desacilados e a dissociação do ribossomo em suas 
duas subunidades, maior e menor. Em eucariotos, o término 
da tradução requer que o eRF3 entregue o eRF1 ao ribossomo. 
O mecanismo de reciclagem do ribossomo ainda não está cla- 
to, mas provavelmente envolve eRF1 exercendo o papel que 
RRF exerce em células procarióticas. Agora, o ciclo ribossomal 
está completo e a subunidade menor está pronta para começar 
um novo ciclo de síntese de um polipeptídeo. 

A maior parte da expressão gênica diferencial é regulada 
no nível do início da tradução. Em células bacterianas, essa re- 
gulação geralmente ocorre pela inibição da ligação da subuni- 
dade menor ao RBS. Essa inibição pode ser mediada pela liga- 
ção de proteína ou RNA a sequências de mRNA próximas ao 
RBS. Níveis globais de tradução eucariótica são regulados por 
proteínas 4E-BP, que se ligam ao elF4E e competem por sua ha- 
bilidade de ligar-se a eIF4G, e por quinases elF2a, que inibem 
a habilidade de elF2 trocar GDP por GTP. A regulação da tradu- 
ção de mRNAs eucarióticos específicos é, às vezes, mediada por 
pequenas uORFs que limitam o acesso da subunidade menor a 
uma ORF a jusante. Versões modificadas de ambos os mecanis- 
mos são adaptadas para regular genes específicos. 

A tradução também é utilizada nas bactérias e nas cé- 
lulas eucarióticas para monitorar a integridade dos mRNAs 
e eliminar mRNAs mutantes e seus produtos proteicos. Os 
mRNAs desprovidos de códons de término resultam na sínte- 
se de proteínas que são reconhecidas por proteases celulares e 
degradadas. mRNAs eucarióticos com um códon de término 
prematuro, com um ribossomo estagnado ou desprovidos de 
códons de término são detectados e o mRNA associado é de- 
gradado. 
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Para respostas de questões de número par, ver Apêndice 2: Respostas. 
Questão 1. Compare as características de um mRNA proca- 
riótico com as de um mRNA eucariótico. 


Questão 2. Descreva o significado da sequência 5'-CCA-3' 
presente na extremidade 3' de cada tRNA. 


Questão 3. Escreva as equações para a primeira e a segunda 
etapas do carregamento do tRNA usando o aminoácido treoni- 
na ea treonil-tRNA sintetase. Escreva também a equação geral. 


Questão 4. Escreva a equação para a edição do Ser-tRNA™ 
pela treonil-tRNA sintetase. 


Questão 5. Explique como a tirosil-+RNA sintetase distingue 
entre a tirosina e a fenilalanina para evitar um erro no carre- 


gamento. 


Questão 6. Em qual tRNA sintetase você esperaria encontrar 
um bolso de edição para hidrolisar um aminoacil-tRNA mal- 
carregado com glicina? Explique sua escolha. 


Questão 7. Múltiplos ribossomos podem traduzir o mesmo 
mRNA ao mesmo tempo. Descreva a vantagem disto para a 
célula. 


Questão 8. Descreva um experimento que corrobora a afir- 
mação de que é um rRNA, e não um componente proteico do 
ribossomo, que catalisa a reação da peptidiltransferase. 


Questão 9. Explique de onde vem a energia para a formação 
da ligação peptídica. 


Questão 10. Explique como os estudos estruturais revelaram 
como dois complexos procarióticos diferentes, EF-G-GDP e 
EF-Tu-GTP+RNA, interagem com o sítio A do centro de decodi- 
ficação em diferentes pontos durante o alongamento. 


Questão 11. Calcule o gasto energético de nucleosídeos tri- 
fosfatos consumidos durante um ciclo de alongamento, após 
a conclusão do início, Descreva como o nucleosídeo trifosfato 
é utilizado. 


Questão 12. Descreva um mecanismo geral para o modo 
como os antibióticos inibem a tradução e como eles têm célu- 
Tas bacterianas como alvo específico. 


Questão 13. Descreva dois mecanismos das células proca- 
rlóticas para inibir o início da tradução como forma de regular 
a tradução, 


Questão 14. A valil-tRNA sintetase (ValRS) normalmente 
adenilila e transfere valina para o tRNA”. Com alguma fre- 
quência, ValRS carrega erroneamente o tRNA™ com treoni- 
na. Pesquisadores quiseram determinar quais aminoácidos 
do bolso de edição de ValRS eram importantes para editar o 
Thr-tRNA”” malcarregado. 
A. Porque a ValRS carrega erroneamente o tRNA™ com treo- 
nina, em vez de outro aminoácido? 
Para estudar os resíduos críticos do bolso de edição, os 
pesquisadores fizeram substituições de aminoácidos em 
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diferentes posições do bolso de edição. Eles mediram a 
quantidade de Thr-tRNA™ sintetizado ou de ATP con- 
sumido em uma reação de carregamento in vitro que in- 
cluiu uma ValRS mutante ou selvagem (WT, do inglês, 
wild-type). O mutante marcado F264A significa que a 
ValRS inclui uma alanina na posição 264, em vez de feni- 
lalanina. Os dados estão apresentados a seguir. 
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Atividades de enzimas de ValRS mutante. Selvagem, ®; D279A, 6; 
K270A, A; outros mutantes mostrados como @, O, x'e *, (Ada; 
tada, com permissão, de Fukunaga R, e Yokoyama S. 2005. J, Biol. 
Chem. 280: 29937-29945, Fig. 5 B,C, p. 29943. © The American 
Society for Biochemistry and Molecular Biology.) 


Considerando os dados à esquerda, qual(is) mutante(s) 
provavelmente apresenta(m) perda(s) mais significativa(s) 
de função de edição em relação à ValRS selvagem? Por 
quê? 

Explique por que o consumo de ATP é maior na ValRS 
selvagem em comparação à K270A ValRS. 


Esta página foi deixada em branco intencionalmente. 


CAPÍTULO 1 6 


Código Genético 


CONCEITO DA TRANSFERÊNCIA DA INFORMAÇÃO DE UMA SEQUÊNCIA LINEAR Na 
O cadeia polinucleotídica, escrita em um alfabeto de quatro letras para 

a linguagem de 20 aminoácidos da cadeia polipeptídica, está no âma- 
go do Dogma Central. Como já foi visto, a tradução da informação genéti- 
ca em sequências de aminoácidos ocorre nos ribossomos e é mediada por 
moléculas adaptadoras especiais chamadas RNAs transportadores (tRNAS). 
Esses tRNAs reconhecem grupos de três nucleotídeos consecutivos, conhe- 
cidos como códons. Como existem quatro nucleotídeos possíveis para cada 
posição, o número total de permutações para essas trincas é 64 (4 x 4 X 4), 
um valor excessivo em relação ao número de aminoácidos. Quais desses 
códons são responsáveis pela especificação de quais aminoácidos, e quais 
são as regras que controlam seu uso? Neste capítulo, os tópicos discutidos 
serão a natureza do código genético e a lógica subjacente, como o código 
foi “decifrado” e os efeitos das mutações sobre a capacidade codificadora do 
RNA mensageiro. 


O CÓDIGO É DEGENERADO 


A Tabela 16-1 lista todas as 64 permutações, sendo que a coluna da esquerda 
indica a base que está na extremidade 5' da trinca, a linha superior especifi- 
ca a base do meio e a coluna da direita identifica a base na posição 3’. Uma 
das características mais notáveis do código é que 61 das 64 trincas possíveis 
especificam aminoácidos, e as três trincas restantes são sinais de término de 
cadeia (ver discussão a seguir). Isso quer dizer que muitos aminoácidos são 
especificados por mais de um códon, fenômeno chamado degeneração. 
Os códons que especificam um mesmo aminoácido são sinônimos. Por 
exemplo, UUU e UUC são sinônimos para a fenilalanina, enquanto a serina 
é codificada pelos sinônimos UCU, UCC, UCA, UCG, AGU e AGC. Na ver- 
dade, quando os dois primeiros nucleotídeos de dois códons são idênticos, 
o terceiro nucleotídeo pode ser uma citosina ou uma uracila, e o códon co- 
dificará o mesmo aminoácido. Frequentemente, a adenina e a guanina tam- 
bém são intercambiáveis. Entretanto, nem toda a degeneração baseia-se na 
equivalência dos dois primeiros nucleotídeos. A leucina, por exemplo, é co- 
dificada por UUA e UUG e também por CUU, CUC, CUA e CUG (Fig. 16-1). 
A degeneração dos códons, sobretudo a frequente equivalência da terceira 
base, da citosina com a uracila, e da guanina com a adenina, explica por que 
pode haver grande variação nas proporções AT/GC no DNA de diferentes 
organismos sem uma grande variação correspondente na proporção relati- 
va dos aminoácidos de suas proteínas. (Por exemplo, os genomas de certas 
bactérias apresentam proporções AT/GC muito distintas e, no entanto, são 
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TABELA 16-1 Código genético 


segunda posição 
uw ucu UAU ucu 
n 
we Pe E par uso uoc 2º 
o A UCA ES término] TES cmo 
uus uce ES cimo) UGG Trp 
E cwu ccu cau (| ceu $ 
cuc ccc cac cec E) 
EM ca! | ca” | em coa ^9 
į cue oco cao SM | cos 
ZE av acu ay aa | POU a 
E AUC lle ER iw AAC AGC 
$ AUA ACA AAA AGA Ê 
$ AUGI met | ACG ma | ago NO a 
GUU GCU GAU GGU 
GUC Sec cac ASP GGC 
cua Vil | oca ^e | igan coa SY 
sus cce cag Su | cce 


* Término da cadeia ou códons nonsense. 
t Também usado em bactérias para especificar o iniciador formi-Met+RNA Met, 


ma sgus mRNA EGUS 
E) 
cod 


FIGURA 16-1 Pareamento códon-anticódon de duas moléculas de tRNA". 
As regiões principais das hastes e das alças da estrutura do tRNA (ver Cap. 14) são in- 
dicadas. Os pequenos hexágonos em vermelho, ligados à base G (à 3º do anticódon), 
denotam metilação nas posições N1 da base. Observa-se que o códon é apresentado na 
orientação 3º para 5º. 
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suficientemente relacionadas para codificar proteinas com sequências de 
aminoácidos extremamente semelhantes.) 


Percepção da ordem na constituição do código 


A observação da distribuição dos códons no código genético sugere que ele 
evoluiu de modo a minimizar os efeitos prejudiciais das mutações. Por exem- 
plo, mutações na primeira posição do códon frequentemente resultarão em 
um aminoácido semelhante (ou até no mesmo). Além disso, os códons que 
possuem pirimidinas na segunda posição especificam, principalmente, ami- 
noácidos hidrofóbicos, enquanto os que apresentam purinas na segunda po- 
sição correspondem, em sua maioria, a aminoácidos polares (ver Tab. 16-1 e 
Cap. 5, Fig. 5-4). Consequentemente, sendo as transições (substituições de 
A:T por G:C ou G:C por A:T) o tipo mais comum de mutações de ponto, uma 
alteração na segunda posição de um códon geralmente substituirá um ami- 
noácido por outro muito semelhante. Finalmente, se um códon sofre uma 
mutação de transição na terceira posição, dificilmente será especificado um 
aminoácido diferente. Nesta posição, mesmo uma mutação de transversão 
não terá consequência em metade das vezes. 

Outro aspecto engenhoso do código é que sempre que as duas primeiras 
posições de um códon forem ocupadas por G ou C, o aminoácido especifi- 
cado será o mesmo, independentemente do nucleotídeo na terceira posição 
(como ocorre com prolina, alanina, arginina ou glicina). Por outo lado, sem- 
pre que as duas primeiras posições do códon forem ambas ocupadas por A ou 
U, a identidade do terceiro nucleotídeo será relevante para a codificação do 
aminoácido. Visto que pares de base G:C são mais fortes do que pares de base 
A:U, malpareamentos na terceira base do códon são frequentemente tolera- 
dos se as duas primeiras posições fizerem um pareamento G:C forte. Assim, o 
fato de qualquer um dos quatro nucleotídeos na terceira posição especificar 
o mesmo aminoácido pode ter evoluído como um mecanismo de segurança, 
pata minimizar os erros de leitura de tais códons. 


Oscilação no anticódon 


Inicialmente, foi proposto que existiria um anticódon de tRNA específico 
para cada códon. Se assim fosse, haveria pelo menos 61 tRNAs diferentes e, 
possivelmente, mais três para os códons de término de cadeia. Entretanto, 
surgiram evidências de que espécies de tRNAs altamente purificados e com 
sequências conhecidas podiam reconhecer vários códons diferentes. Também 
foram descobertos alguns casos de anticódons contendo uma base incomum, 
a inosina, diferente das quatro bases usuais. Assim como todas as outras bases 
minoritárias do tRNA, a inosina é produzida por modificação enzimática de 
uma base presente em uma cadeia de tRNA já pronta. A inosina é formada 
pela desaminação do carbono 6 da adenina, gerando o grupo 6-ceto da ino- 
sina. (Na verdade, a inosina é um nucleosídeo composto por ribose e pela 
base hipoxantina, mas acabou por ser referida comumente como base, e será 
tratada aqui como tal.) 

Em 1966, Francis Crick definiu o conceito da oscilação para explicar 
essas observações. Esse conceito afirma que a base da extremidade 5' do an- 
ticódon não está espacialmente tão restrita como as outras duas, o que lhe 
permite formar ligações de hidrogênio com diferentes bases localizadas na 
extremidade 3' de um códon. Nem todas as combinações são possíveis, es- 
tando os pareamentos restritos àqueles mostrados na Tabela 16-2. Por exem- 
plo, na posição de oscilação, a base U pode parear com adenina ou guanina, 
enquanto a I pode parear com U, C ou A (Fig. 16-2). Os pareamentos permi- 
tidos pelas regras da oscilação são os que apresentam distância entre as duas 
riboses semelhante à distância observada nos pareamentos-padrão A:U ou 
G:C. Pares de purina-purina (com exceção de pares I:A) ou de pirimidina-pi- 
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TABELA 16-2 Combinações de 
pareamento de acordo com o 


conceito de oscilação 


Base no 
anticódon 


-c»na 


Base no 
códon 


Uouc 
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anticódon cédon FA- 3.8 
ag E) E braço do anticódon 
no RNA 
H Q-H- H anticódon 
N ao uct mu cadeia de mRNA 
ae = 8 sESAGN Is sacas 
H fibose iie 


Peron 
j (6) pode parear com A ou G 
a ANA) 


inosina-uracia 


PEA 


U na primeira posição do anticódon 


H 
aa I na primeira posição do anticódon 
(5) pode parear com U, C ou A 
H V 


inosina-adenina 


H 0H H 
—H Pa ribose 
ribose” 
E FIGURA 16-2  Pareamento oscilante de bases. Observa-se 
K 
quani 


que, em todos os pares com oscilação, as distâncias entre as riboses 
ina-uracila aproximam-se das dos pares de bases padrão A:U ou G:C. 


rimidina apresentariam, respectivamente, distâncias muito longas ou muito 
curtas entre as riboses. 

As regras da oscilação não permitem que uma única molécula de tRNA 
reconheça quatro códons diferentes, Três códons podem ser reconhecidos, 
mas apenas quando a inosina ocupar a primeira posição (5) do anticódon. 

Quase todas as evidências compiladas desde 1966 sustentam o conceito 
de oscilação. Por exemplo, o conceito previu, acertadamente, a existência de 
pelo menos três tRNAs para os seis códons de serina (UCU, UCC, UCA, UCG, 
AGU e AGC). Os outros dois aminoácidos (leucina e arginina) codificados por 
seis códons também possuem diferentes tRNAs para os conjuntos de códons 
que diferem na primeira ou na segunda posição. 

Na estrutura tridimensional do tRNA, as três bases do anticódon - bem 
como as duas bases seguintes na alça do anticódon (3') - apontam, aproxima- 
damente, para a mesma direção, e suas conformações exatas são determina- 
das em grande parte por interações de empilhamento entre as superfícies pla- 
nares das bases (Fig. 16-3). Portanto, a primeira base do anticódon (5') está no 
fim do empilhamento e, talvez, apresente menos restrições de movimento do 
que as outras duas bases do anticódon — daí a oscilação na terceira posição (3') 
do códon. Em contrapartida, a terceira base do anticódon (3) não apenas está 
no meio do empilhamento, como também vizinha a um resíduo volumoso de 
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FIGURA 16-3 Estrutura do tRNA™ de leveduras. (a) Imagem da molécula em formato 
de L com base em dados de difração de raios X. (b) Detalhe da alça do anticódon. Bases do 
anticódon (34 a 36) são mostradas em vermelho, O anticódon e as duas bases seguintes (37 
e 38) do lado 3' estão parcialmente empilhadas. Observa-se que a base na extremidade 5' do 
anticódon está mais livre para oscilar do que a base completamente limitada na extremidade 3' 
do anticódon. (Adaptada de Kim S.H. et al. 1974. Proc. Natl. Acad. Sci. 71: 4970.) 


purina modificada. Por isso, a restrição de seus movimentos explica por que a 
oscilação na primeira posição (5') do códon não ocorre. 


Três códons determinam o término da cadeia 


Viu-se que três códons não têm correspondência com aminoácidos. Em vez dis- 
so, eles determinam o término da cadeia. Como foi discutido no Capítulo 14, 
os códons de término de cadeia, UAA, UAG e UGA, não são lidos por tRNAs 
especiais, mas por proteinas específicas conhecidas como fatores de liberação 
(RF1 e RF2 em bactérias e eRF1 em eucariotos). Os fatores de liberação entram 
no sítio A do ribossomo e promovem a hidrólise do peptidil-tRNA, que ocupa 
o sítio P, resultando na liberação da proteina recém-sintetizada. 


Como o código foi decifrado 


A atribuição de aminoácidos a códons específicos é uma das maiores conquis- 
tas da história da biologia molecular (ver Cap. 2 para uma narrativa históri- 
ca). Como essas atribuições foram feitas? Por volta de 1960, havia sido estabe- 
lecido um panorama geral de como o RNA mensageiro (mRNA) participa da 
síntese proteica. Entretanto, havia pouco otimismo quanto à obtenção rápida 
de um conhecimento detalhado sobre o código genético em si. Acreditava-se 
que a identificação dos códons para um determinado aminoácido exigiria o 
conhecimento exato das sequências nucleotídicas de um gene e da ordem 
correspondente dos aminoácidos no seu produto proteico. Na época, embora 
o processo de elucidação da sequência de aminoácidos em uma proteína fosse 
trabalhoso, era muito eficiente. Os métodos de determinação de sequências 
de DNA então existentes, por outro lado, eram muito primitivos. Felizmen- 
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te, esse aparente obstáculo não bloqueou o progresso dessas descobertas. Em 
1961, apenas um ano após a descoberta do mRNA, o uso de RNAs mensa- 
geiros artificiais e a disponibilidade de sistemas livres de células para síntese 
proteica possibilitaram o início da decifragem do código (ver Cap. 2). 


Estimulação da incorporação de 
aminoácidos por mRNAs sintéticos 


Alguns bioquímicos verificaram que os extratos preparados a partir de células 
de Escherichia coli ativamente envolvidas em síntese proteica eram capazes 
de incorporar aminoácidos radioativamente marcados às proteínas, Nesses 
extratos, a síntese proteica ocorria rapidamente por alguns minutos e depois 
diminuía, gradualmente, até cessar. Durante este período, havia perda corres- 
pondente de mRNA, por ação de enzimas de degradação presentes no extrato. 
Entretanto, a adição de novos mRNAs aos extratos que haviam cessado a sín- 
tese de proteínas provocavam imediata restauração da síntese. 

A dependência da adição de mRNAs externos apresentada pelos extratos 
celulares proporcionou uma oportunidade para elucidar a natureza do códi- 
go, por meio do uso de polirribonucleotídeos sintéticos. Estes moldes sintéti- 
cos foram criados por meio da utilização da enzima polinucleotídeo fosforila- 
se, que catalisa a reação 


IXMP]n + XDP = [XMP]n + O, [Equação 16-1] 


em que X representa a base e [XMP], representa um RNA com n nucleotídeos 
de comprimento. 

Normalmente, a polinucleotídeo fosforilase é responsável pela degrada- 
ção do RNA e, em condições fisiológicas, favorece sua degradação em nu- 
cleosídeos difosfatos. Entretanto, em altas concentrações de nucleosídeos 
difosfatos, essa enzima pode catalisar a formação de ligações fosfodiéster 
3' > 5' entre nucleotídeos, produzindo moléculas de RNA (Fig. 16-4). Na 
síntese de RNA por essa enzima, não são necessários moldes de DNA ou de 
RNA; a composição de bases do produto sintético depende inteiramente da 
proporção dos diferentes ribonucleotídeos difosfatos presentes na reação. 
Por exemplo, quando se usa apenas o difosfato de adenosina, o RNA re- 
sultante contém apenas o ácido adenílico e, por isso, é chamado de ácido 
poliadenílico ou poli(A). Da mesma maneira, é possível fazer poli(U), 
poli(C) e poli(G). A adição de dois ou mais difosfatos diferentes produz 
copolímeros mistos, como poli(AU), poli(AC), poli(CU) e poli(AGCU). Em 
todos eles, as sequências das bases são relativamente aleatórias, sendo as 
frequências dos vizinhos mais próximos determinadas apenas pelas con- 


5 s 
polinucleotideo 
fosforilase 
+ g + 
HOOH 
3-HOOH 
ribonucleosideo eso 
difosfato (opa) de nila 
POA es 


FIGURA 16-4 Reação de polinucleotídeo fosforilase. A figura apresenta as reações 
reversíveis de sintese e degradação do ácido poliadenílico, catalisadas pela enzima polinucieo- 
tídeo fosforilase. 
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centrações relativas dos reagentes. Por exemplo, as moléculas de poli(AU) 
contendo o dobro de concentração de As do que de Us terão sequências 
como UAAUAUAAAUAAUAAAAUAUU.... 


Uma poli(U) codifica uma polifenilalanina 


Sob condições adequadas, in vitro, quase todos os polímeros sintéticos se 
ligarão a ribossomos e funcionarão como moldes. Por sorte, nos primeiros 
experimentos foram usadas altas concentrações de magnésio. Isso dispen- 
sa a necessidade de fatores de início e do iniciador especial fMet-tRNA, 
permitindo que a formação de cadeia ocorra sem a presença dos sinais 
adequados no mRNA. Uma sequência poli(U) foi o primeiro polirribonu- 
cleotídeo sintético a ter sua atividade de mRNA desvendada. Ela seleciona 
somente moléculas de fenilalanil-tRNA, formando uma cadeia polipepti- 
dica composta apenas por fenilalaninas (uma polifenilalanina). Portanto, 
um códon de fenilalanina é composto por um grupo de três resíduos de 
ácido uridílico, UUU. (Por meio de experimentos genéticos, já se sabia que 
um códon é formado por três nucleotídeos, conforme indicado nos Caps. 2 
e7,ea seguir.) Com base em experimentos análogos com poli(C) e poli(A), 
o CCC foi identificado como códon da prolina e o AAA, como códon da 
lisina. Infelizmente, este tipo de experimento não revelou o aminoácido 
especificado por GGG. Na poli(G), os resíduos de guanina fazem ligações 
de hidrogênio muito firmes entre si, formando hélices com fitas triplas que 
não se ligam a ribossomos. 


Os copolímeros mistos permitiram a 
identificação de códons adicionais 


As moléculas de poli(AC) podem conter oito códons diferentes - CCC, CCA, 
CAC, ACC, CAA, ACA, AAC e AAA -, cujas proporções variam conforme a 
razão A/C. Quando os copolímeros AC se ligam aos ribossomos, determi- 
nam a incorporação de asparagina, glutamina, histidina e treonina - além 
da prolina, previamente atribuída ao códon CCC, e da lisina, previamente 
atribuída ao códon AAA. As proporções dos aminoácidos incorporadas ao 
produto polipeptídico dependem da proporção A/C. Desta maneira, um co- 
polímero AC contendo muito mais As do que Cs promove a incorporação 
de diversos resíduos de asparagina a mais do que de histidina, levando à 
conclusão de que a asparagina é codificada por duas As e uma C e de que a 
histidina é codificada por duas Cs e uma A (Tab. 16-3). Experimentos simi- 
lares com outros copolímeros permitiram várias outras identificações. Esses 
experimentos, entretanto, não revelavam a ordem dos diversos nucleotídeos 
no códon. Não há como saber, por meio de copolímeros formados ao acaso, 
se o códon de histidina que contém duas Cs e uma A está ordenado como 
CCA, CAC ou ACC. 


Ligação do RNA transportador a códons 
definidos de trinucleotídeos 


Um método direto de ordenar os nucleotídeos dentro de alguns códons foi 
desenvolvido em 1964. Esse método baseava-se no fato de que, mesmo na 
ausência dos fatores necessários para a síntese proteica, determinadas mo- 
léculas de aminoacil-+RNA podem ligar-se aos complexos ribossomo-mRNA. 
A poli(U), por exemplo, quando misturada a ribossomos, resulta na ligação 
do fenilalanil-tRNA, apenas. Da mesma maneira, a poli(C) promove a ligação 
do prolil-tRNA. O mais importante é que essa ligação específica não exige a 
presença de longas moléculas de mRNA. Na verdade, basta que um trinu- 
cleotídeo se ligue a um ribossomo. A adição do trinucleotídeo UUU resulta 
na ligação do fenilalanil-tRNA, enquanto a adição de AAA resulta na ligação 
específica apenas do lisil-tRNA aos ribossomos. A descoberta desse efeito dos 
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TABELA 16-3 Incorporação dos aminoácidos em proteinas 


Incorporação de Bentathasdo trequência deirincascalcolado gona da froquincia 

Aminoácido aminoácido observada atribuição decódons 3A 2A1C AIC 3C detrincas calculada 
Poli(AC) (5:1) 

Asparagina 24 2mc 20 20 

Glutamina 24 2A1C 20 20 

Histidina 6 1A2C 40 4 

Lisina 100 3A 100 100 

Prolina 7 1AZC,3C 4o og 48 

Treonina 26 2A1C, 142C 2 40 24 
Poli(AC) (1:5) 

Asparagina 5 2a1c 33 33 

Glutamina 5 2a1c 33 33 

Histidina 23 12c 162 167 

Usina 1 3A o7 07 

Prolina 100 142c, 3C 167 833 100 

Treonina 21 2A1C, 142C 33 167 20 


A incorporação de aminoácidos em proteinas foi observada após a adição de copolimeros aleatórios de A e C em um extrato livre de células, A incorpo- 
ração é dada como uma porcentagem da incorporação máxima de um único aminoácido. A proporção de copolímeros foi, então, usada para calcular 
a frequência com a qual um dado códon apareceria no produto polinucieotídico. As frequências relativas dos códons são uma função da probabilidade 
de que um determinado nucleotídeo ocorrerá em uma dada posição de um códon. Por exemplo, quando a proporção de A/C for de 5:1, a proporção 
de AANAAC = 5 x 5X 5:5 x 5% 1 = 125:25, Se for atribuída ao códon 3A uma frequência de 100, então os códons 2A e 1C terão uma frequência. 
atribuída de 20. Ao correlacionar as frequências relativas de incorporação de aminoácidos com as frequências calculadas com as quais determinados. 
códons aparecem, pode-se fazer tentativas de atribuição de códons. 


trinucleotídeos permitiu a determinação da ordem dos nucleotídeos em mul- 
tos códons, de maneira relativamente fácil. Por exemplo, o trinucleotídeo 
S'-GUU-3' promove a ligação do valil-tRNA, o 5-UGU-3', do cisteinil RNA 
eo 5'-UUG-3' causa a ligação de leucil-tRNA (Tab. 16-4). Apesar de todos os 
64 trinucleotídeos possíveis terem sido sintetizados, na expectativa de identi- 
ficar definitivamente a ordem em cada códon, nem todos os códons puderam 
ser identificados assim. Alguns trinucleotídeos ligam-se aos ribossomos com 
eficiência muito menor do que UUU ou GUU, tornando impossível saber se 
eles codificam aminoácidos específicos. 


TABELA 16-4 Ligação de moléculas de aminoacil +RNA a complexos 


trinucleotídeo-ribossomo 
Trinucleotídeo AMARNA ligados 
5'-UUU-3' Uuc Fenilalanina 
UUA UUG cuu cuc CUA CUG Leucina 
AAU AUC AUA Isoleucina 
AUG Metionina 
GUU GUC GUA GUG ucu Valina 
ucu ucc UCA UCG Serina 
ccu ecc CCA CCG Prolina 
AAA AAG Lisina 
UGU UGC Cisteina 
GAA GAG Ácido glutâmico 
AA, aminoacil. 


"Observa-se que este códon foi mal atribuído por este método. 
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Identificação de códons por meio de 
copolímeros de repetição 


Ao mesmo tempo em que a técnica de ligação de trinucleotídeos tornava-se 
disponível, técnicas enzimáticas e de química inorgânica também estavam 
sendo usadas para preparar polirribonucleotídeos sintéticos com sequências 
de repetição conhecidas (Fig. 16-5). Os ribossomos começam a síntese protei- 
ca em pontos aleatórios ao longo desses copolímeros regulares; apesar disso, 
eles incorporam os aminoácidos específicos aos polipeptídeos. Por exemplo, 
a sequência repetida CUCUCUCU... é o mensageiro de um polipeptídeo 
regular composto por resíduos alternados de leucina e serina. Igualmente, 
UGUGUG... promove a síntese de um polipeptídeo contendo dois aminoá- 
cidos alternados, cisteína e valina. E ACACAC... resulta na síntese de um 
polipeptídeo que alterna treonina e histidina. O copolímero formado pela 
sequência trinucleotídica AAG (AAGAAGAAG) dirige a síntese de três tipos 
de polipeptídeos: polilisina, poliarginina e ácido poliglutâmico. A poli(AUC) 
comporta-se da mesma maneira, atuando como molde para poli-isoleucina, 
polisserina e poli-histidina (Tab. 16-5). Outras identificações foram obtidas 
com sequências repetidas de tetranucleotídeos. 


TABELA 16-5 Atribuição de códons usando copolímeros repetidos construídos a 
partir de dois ou três nucleotídeos. 


Rene 
incorporados ou Atribuição de 

Copolímero Códons reconhecidos polipeptídeo gerado códon, 

(cu, CUCJUCU|CUC... Leucina 5'-0uc-3' 
Serina ucu 
(UG), UGU|GUG] UGU... Cisteína uGu 
Valina Gus 
(AO, ACAICACIACA... Treonina ACA 
Histidina cac 
(AG), AGA|GAG|AGA... Arginina AGA 
Glutamina GAG 
(AUO, AUCJAUCJAUC... Poli-isoleucina AUC 
UCA|UCAJUCA... Polisserina UCA 
CAU|CAU|CAU... Poli-histidina cau 


FIGURA 16-5 Preparação de oli- 
gorribonucieotídeos. Combinando a 
síntese orgânica com a sintese de DNA 
pela DNA-polimerase |, é gerado um DNA 
de dupla-fita com sequências de repetição 
simples. A partir dele, a RNA-polimerase 
sintetizará longos polirribonucleatídeos, 
correspondentes a uma das fitas de DNA, 
dependendo do ribonucleotídeo trifosfa- 
sado escolhido para ser adicionado à mis- 
tura reagente. 
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A soma de todas essas observações permitiu a especificação dos aminoá- 
cidos correspondentes a 61 dos 64 códons possíveis (ver Tab. 16-1), sendo 
que os três códons de término de cadeia remanescentes - UAG, UAA e UGA — 
não especificavam aminoácidos. (Observa-se que, como discutido no capítulo 
anterior, no contexto especial do início da tradução de E. coli, o AUG usado 
como códon de início especifica uma N-formil metionina em vez de sua codi- 
ficação comum de metionina.) 


TRÊS REGRAS CONTROLAM O CÓDIGO GENÉTICO 


O código genético está sujeito a três regras que regulam a organização e o 
uso dos códons no RNA mensageiro. A primeira regra sustenta que os códons 
são lidos da direção 5º para 3". Assim, em princípio e como exemplo, a se- 
quência codificadora do dipeptídeo NH,-Thr-Arg-COOH poderia ser escrita 
como 5'-ACGCGA-3' (onde 5'-ACG-3' é um códon de treonina e 5'-CGA-3' 
é um códon de arginina) ou como 3'-GCAAGC-5', onde os códons estão es- 
critos na mesma ordem que antes, mas com orientação oposta à original. 
Entretanto, como o RNA mensageiro é traduzido na direção 5' para 3’, ape- 
nas a primeira sequência codificadora está correta; se a outra fosse traduzida 
na direção 5'para 3', o peptídeo resultante seria NH,-Arg-Thr-COOH e não 
NH,-Thr-Arg-COOH. 

A segunda regra estabelece que os códons não são sobrepostos e a men- 
sagem não contém interrupções. Isso quer dizer que os códons sucessivos são 
representados por trinucleotídeos adjacentes, em ordem. Assim, a sequência 
codificadora do tripeptídeo NH.-Thr-Arg-Ser-COOH é representada por três 
trincas contínuas e não sobrepostas na sequência 5'-ACGCGAUCU-3. 

A terceira regra estabelece que a mensagem é traduzida em uma fase de 
leitura fixa, determinada pelo códon de início. Relembrando o Capítulo 14, a 
tradução tem início em um códon de início, localizado na extremidade 5' de 
uma sequência codificadora. Como os códons não se sobrepõem e consistem 
em três nucleotídeos consecutivos, um segmento de nucleotídeos poderia, em 
princípio, ser traduzido em qualquer uma das três fases de leitura. À fase que 
será utilizada para síntese da proteína é determinada pelo códon de início. 
Assim, a sequência 5'...ACGACGACGACGACGACGACG...3', por exemplo, 
poderia ser traduzida como uma série de códons de treonina (5'-ACG-3'), 
uma série de códons de arginina (5'-CGA-3') ou uma série de códons de as- 
partato (5'-GAC-3'), dependendo da fase do códon de início a montante. 


Três tipos de mutações de ponto alteram o código genético 


Agora que já foi abordada a natureza do código genético, será revista a ques- 
tão de como a sequência codificadora de um gene é alterada por mutações 
pontuais (ver Cap. 9). Uma alteração que modifica um códon específico de 
um aminoácido para um códon específico de outro aminoácido é chamada 
mutação de troca de sentido (do inglês, missense). Consequentemente, 
um gene portador de uma mutação de troca de sentido produz uma proteína 
na qual um único aminoácido foi substituído por outro, como no clássico 
exemplo da doença genética humana anemia falciforme, na qual o glutamato 
da posição 6 da cadeia de B-globina, uma das subunidades da hemoglobina, 
foi substituído por uma valina. 

Um efeito mais drástico resulta de uma alteração que provoca a forma- 
ção de um códon de término, conhecida como mutação sem sentido 
(do inglês, nonsense) ou de término. Quando surge uma mutação sem sen- 
tido no meio de uma mensagem genética, um polipeptídeo incompleto de- 
vido ao término prematuro da cadeia é liberado do ribossomo. O tamanho 
da cadeia polipeptídica incompleta depende da localização da mutação sem 
sentido. As mutações que ocorrem mais próximas ao início do gene resultam 
em polipeptídeos muito curtos, enquanto as mutações mais próximas do fim 
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produzem cadeias polipeptídicas com comprimentos quase normais. Como 
foi visto no Capítulo 14, nas células eucarióticas, os mRNAs que contêm um 
códon de término prematuro são rapidamente degradados por um processo 
conhecido como decaimento do mRNA mediado por nonsense. 

O terceiro tipo de mutação de ponto é a mutação de alteração de 
fase, Estas são inserções ou deleções de um ou alguns pares de bases que al- 
teram a fase de leitura. Considere-se uma repetição consecutiva da sequência 
GCU, em uma fase que seria lida como uma sucessão de códons de alanina 
(para melhor entendimento, os códons foram artificialmente separados por 
um espaço, mas, em um RNA mensageiro de verdade, eles seriam naturalmen- 
te contínuos): 


Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala 
5-GCU GCU GCU GCU GCU GCU GCU GCU-3' 


Agora imagine a inserção de uma A na mensagem, que produzirá um 
códon de serina (AGC) no sítio da inserção. A alteração de fase faz as trincas a 
jusante da inserção serem lidas como cisteínas: 

Ala Ala Ser Cys Cys Cys Cys Cys 
GCU GCU AGC UGC UGC UGC UGC UGC-3' 


Portanto, a inserção (ou, da mesma forma, a deleção) de uma única base 
altera drasticamente a capacidade de codificação da mensagem, não apenas 
no local da inserção, como também na mensagem após a mutação, como um 
todo. Da mesma maneira, a inserção (ou a deleção) de duas bases causaria o 
deslocamento de toda a sequência codificadora a partir das inserções, para uma 
fase de leitura diferente. 

Finalmente, considere-se o caso de uma inserção de três bases extras em 
uma mensagem, em posições próximas. É obvio que o trecho da mensagem 
abrangido pelas três inserções será drasticamente alterado, mas, como o códi- 
go é lido em unidades de três, o mRNA a jusante das três bases inseridas estará 
em sua fase de leitura correta e, portanto, completamente inalterado: 


Ala Ala Ser Cys Met Leu His Ala Ala Ala 
5-GCU U AGC UGC AUG CUG CAU GCU GCU GCU-3' 


A prova genética de que o código é lido em unidades de três 


O exemplo precedente é a lógica de um experimento clássico de Francis Crick, 
Sydney Brenner e colaboradores, com o bacteriófago T4. Esse experimento 
estabeleceu, com base exclusivamente genética (i.e., sem qualquer evidência 
bioquímica ou molecular), que o códon é lido em unidades de três. Foram 
realizados cruzamentos genéticos para criar um fago mutante contendo três 
mutações de inserção de um par de base cada, em posições próximas e no mes- 
mo gene. Naturalmente, as três inserções alterariam um pequeno segmento 
de códons, mas a proteína codificada pelo gene em questão (chamado 111) era 
capaz de tolerar essa alteração local em sua sequência de aminoácidos. Esse 
achado indicava que a capacidade codificadora geral do gene tinha perma- 
necido essencialmente inalterada apesar da presença de três mutações, sen- 
do que, cada uma delas sozinha, ou cada duas delas juntas, teriam alterado 
gravemente a fase de leitura da mensagem genética (e inativado seu produto 
proteico). Como o gene conseguia tolerar três inserções, mas não uma nem 
duas (e também não quatro), o código genético tem de ser lido em unidades 
de três. Ver Capítulos 2 e 22 para uma discussão sobre as figuras históricas que 
demonstraram que o código é lido em conjuntos de três unidades e para a 
descrição do papel do bacteriófago T4 como sistema-modelo para a elucidação 
da natureza do código. 
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FIGURA 16-6 Supressão de mu- 
tações de alteração de fase. (a) Uma 
deleção em uma sequência nucleotídica 
codificadora pode resultar em uma ca- 
deia polipeptídica incompleta e inativa. 
(b) O efeito da deleção, apresentado no 
painel a, pode ser anulado por uma se- 
gunda mutação, uma inserção na sequên- 
cia codificadora. Essa inserção resulta na 
produção de uma cadeia polipeptídica 
completa, com duas substituições de 
aminoácidos. Conforme a alteração na 
sequência, a proteina pode ser parcial ou 
completamente ativa. 
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AS MUTAÇÕES SUPRESSORAS PODEM ESTAR NO 
MESMO GENE OU EM GENES DIFERENTES 


Frequentemente, os efeitos de mutações prejudiciais podem ser revertidos por 
uma segunda alteração genética. Algumas dessas mutações subsequentes são 
fáceis de entender, sendo simples mutações reversas (de retorno), que 
fazem uma sequência nucleotídica alterada retornar ao seu arranjo original. 
Mais difíceis de entender são as mutações que ocorrem em diferentes lugares 
do cromossomo que suprimem a alteração devido a uma mutação no sítio A, 
ao produzir uma alteração genética adicional no sítio B. Estas mutações su- 
pressoras dividem-se em duas categorias: as que ocorrem no mesmo gene 
que a mutação original, mas em um sítio diferente do gene (supressão in- 
tragênica), e as que ocorrem em outro gene (supressão intergênica). Os 
genes que causam supressão de mutações em outros genes são denominados 
genes supressores. Ambos os tipos de supressão considerados aqui resultam 
na produção de cópias ativas (ou parcialmente ativas) da proteína inativada 
por uma mutação prejudicial original. Por exemplo, se a primeira mutação 
tiver causado a produção de cópias inativas de uma das enzimas envolvidas 
na síntese de arginina, a mutação supressora permite que a arginina seja pro- 
duzida, restaurando a síntese de algumas cópias ativas dessa mesma enzima. 
Entretanto, os mecanismos pelos quais as mutações supressoras intergênicas 
e intragênicas causam a restauração da síntese são completamente diferentes, 

Como exemplo de supressão intragênica, considere-se o caso de uma mu- 
tação de troca de sentido. Às vezes, seu efeito pode ser revertido por outra mu- 
tação de troca de sentido no mesmo gene. Nestes casos, a perda da atividade 
enzimática original é devida a uma alteração na configuração tridimensional 
original, resultante da presença de um aminoácido incorreto na sequência 
proteica. Uma segunda mutação de troca de sentido no mesmo gene pode 
restaurar a configuração original na área da parte funcional da molécula e, 
assim, restabelecer a atividade biológica. A Figura 16-6 apresenta outro exem- 
plo de supressão intragênica, desta vez em um caso de mutação de alteração 
de fase. 


A supressão intergênica envolve tRNAs mutantes 


Os genes supressores não agem alterando a sequência nucleotídica de um 
gene mutante. Em vez disso, eles modificam a maneira como o molde de 
mRNA é lido. Um dos exemplos mais bem conhecidos de mutações supresso- 
ras são os genes mutantes de tRNA que suprimem os efeitos das mutações sem 
sentido em genes que codificam proteínas (embora tRNAs mutantes que su- 
primem as mutações de troca de sentido e de alteração de fase também sejam 
conhecidos). Em E. coli, há genes supressores conhecidos para cada um dos 
três códons de término. Eles atuam lendo um códon de término como se fos- 
se um sinal para um aminoácido específico. Por exemplo, existem três genes 
bem-caracterizados que suprimem o códon UAG. Um deles insere a serina, 
outro, a glutamina e o terceiro, a tirosina na posição do códon sem sentido. 
Em cada um desses três mutantes supressores de UAG, o anticódon do tRNA 
específico para cada um desses aminoácidos foi alterado. Por exemplo, a tiro- 
sina supressora deriva de uma mutação no gene do tRNA!”, cujo anticódon 
muda de GUA (3'-AUG-S') para CUA (3-AUC-5'), o que lhe permite reconhe- 
cer os códons UAG (Fig. 16-7). Os tRNAs supressores de serina e glutamina 
também surgem por alterações de uma base em seus anticódons. 

A descoberta de que células com supressores sem sentido continham 
tRNAs alterados por mutações levou à seguinte questão: como os códons cor- 
respondentes aos tRNAs alterados poderiam continuar sendo lidos normal- 
mente? No caso do supressor UAG da tirosina, a resposta provém da descober- 
ta de que há três genes diferentes que codificam o tRNA™, Um deles codifica 
o tipo principal do tRNA””, enquanto os outros dois são genes duplicados, que 
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codificam tipos presentes em menores quantidades. Um dos dois genes dupli- 
cados é sempre o sítio da mutação supressora. Esse dilema não existe na supres- 
são de UGA, mediada por uma forma mutante do tRNA"”; o supressor tRNA"? 
conserva sua capacidade de ler os códons UGG (triptofano) e também é capaz 
de reconhecer o códon de término UGA. Isso é possível porque o anticódon 
foi alterado de CCA (3'-ACC-S') no tipo selvagem, para UCA (3'-ACU-5') no 
tRNA™ mutante e, como se viu, as leis da oscilação permitem que uma U na 
posição 5' do anticódon reconheça A ou G na posição 3' do códon. 


Os supressores de mutações sem sentido 
também leem os sinais normais de término 


A supressão da falta de sentido pode ser vista como uma competição entre o 
tRNA supressor e o fator de liberação. Quando um códon de término ocupa 
o sítio A do ribossomo, poderá ocorrer a continuidade da leitura ou o térmi- 
no da cadeia polipeptídica, dependendo de qual molécula chegar primeiro. 
A supressão dos códons UAG é eficiente. Na presença do tRNA supressor, mais 
de metade dos sinais de término de cadeia são lidos como códons que espe- 


FIGURA 16-7 Supressão de mu- 
tação sem sentido. A figura demonstra 
como um tipo minoritário de tRNA para 
tirosina atua para suprimir um códon sem 
sentido no mRNA. 
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cificam aminoácidos. E. coli é capaz de tolerar a leitura incorreta do códon de 
término UAG, porque ele é pouco usado como terminador de cadeia no fim 
de fases abertas de leitura. A supressão do códon UAA, ao contrário, geral- 
mente tem incidência de 1 a 5% e as células mutantes que produzem tRNAs 
supressores de UAA apresentam baixa proliferação. Isso é esperado, uma vez 
que UAA é frequentemente usado como códon de término de cadeia, e seu 
reconhecimento por um tRNA supressor resultaria na produção de diversos 
polipeptídeos aberrantes, excessivamente longos. 


Confirmação da validade do código genético 


Como foi visto, o código foi desvendado por meio de métodos bioquímicos 
que utilizavam sistemas livres de células para sintetizar proteínas. Mas os bió- 
logos moleculares geralmente duvidam dos resultados de métodos baseados 
apenas em análises in vitro. Como se pode ter certeza de que o código apre- 
sentado na Tabela 16-1 é verdadeiro para células vivas? Obviamente, na era 
do sequenciamento de DNA em larga escala, em que foram determinadas as 
sequências nucleotídicas inteiras dos genomas de diversos organismos, desde 
bactérias até o ser humano, o código genético não só foi validado como tam- 
bém provou ser praticamente universal (ver discussão a seguir). De qualquer 
modo, um experimento clássico e esclarecedor, realizado em 1966, ajudou a 
validar o código genético bem antes de o sequenciamento de DNA ser possi- 
vel. Esse experimento baseava-se na construção, por recombinação genética, 
de um gene mutante do fago T4 contendo um par mutuamente supressor 
de mutações por inserção e por deleção (semelhante ao exemplo mostrado 
na Fig. 16-6). O gene em questão codificava uma enzima de degradação da 
parede celular chamada lisozima, escolhida por ser pequena, fácil de purificar 
e por apresentar uma sequência de aminoácidos conhecida. A estratégia expe- 
rimental era comparar a sequência de aminoácidos da proteína duplamente 
mutante com a da lisozima selvagem. 

Quando as sequências de aminoácidos das proteínas de tipos mutante 
(--NH;—Thr Lys Val His His Leu Met Ala Ala Lys—COOH...) e selvagem 
(..NH;—Thr Lys Ser Pro Ser Leu Asn Ala Ala Lys—COOH...) foram com- 
paradas, observou-se que diferiam em um trecho de cinco aminoácidos (re- 
alçados em negrito). Esta observação sugeria que as mutações de inserção e 
deleção haviam embaralhado um trecho curto de códons no mensageiro do 
mutante. O conhecimento do consequente efeito dos códons embaralhados 
sobre a sequência de aminoácidos da proteina estabelecia restrições impor- 
tantes à natureza do código genético. Especificamente, se o código genético 
conforme elucidado por experimentos bioquímicos é válido, então deveria 
ser possível identificar um conjunto de códons na sequência selvagem Ser Pro 
Ser Leu Asn que, estando alinhado adequadamente e contendo uma inserção 
em uma das extremidades e uma deleção na outra, especificaria a sequência 
de aminoácidos mutante. De fato, esta solução existe e requer uma deleção de 
um nucleotídeo na extremidade 5º da sequência codificadora e a inserção de 
um nucleotídeo na extremidade 3': 


NH; —Lys Ser Pro Ser Leu Asn Ala—COOH 
5'—AAA AGU CCA UCA CUU AAU GC—3' 
5'—AAA GUC CAU CAC UUA AUG GC—3' 
NHı—Lys Val His His Leu Met Ala—COOH 


Como se pode ver, a solução verifica várias atribuições de códons e de- 
monstra que mais de um códon sinônimo é usado para especificar o mesmo 
aminoácido in vivo (p. ex., 5'-CAU-3' e 5'-CAC-3' para histidina). Por último, 
e também importante, essa solução confirma que a tradução ocorre na dire- 
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ção 5' para 3'. (Sugestão: veja se você consegue obter as duas sequências de 
aminoácidos na ordem NH, para COOH, alinhando cada códon de sua solu- 
ção na orientação 3º para 5'.) 


O CÓDIGO GENÉTICO É QUASE UNIVERSAL 


Os resultados dos sequenciamentos em grande escala de diversos genomas 
confirmaram a esperada universalidade do código genético. Isso teve enorme 
impacto sobre a compreensão acerca da evolução, pois possibilita a compa- 
ração direta de sequências codificadoras de proteínas em quaisquer organis- 
mos que tenham alguma sequência genômica disponível. Como será visto no 
Capítulo 21, dispõe-se de programas de computador poderosos, capazes de 
pesquisar e identificar similaridades entre possíveis sequências codificadoras, 
em uma ampla variedade de organismos. A universalidade do código também 
ajudou na criação da engenharia genética, ao tornar possível a expressão de 
cópias clonadas de genes que codificam produtos proteicos benéficos em or- 
ganismos hospedeiros substitutos, como a produção da insulina humana em 
bactérias (ver Cap. 21). 

Para compreender a natureza conservativa do código, considere o que 
aconteceria se uma mutação alterasse o código genético. Essa mutação po- 
deria, por exemplo, alterar a sequência da molécula do tRNA da serina cor- 
respondente a UCU, fazendo ela passar a reconhecer sequências UUU. Em 
células haploides, com um único gene dirigindo a produção de tRNA”, essa 
mutação seria letal, porque a serina não seria inserida em multas posições 
normais das proteínas. Mesmo que houvesse mais de um gene para tRNA“ 
(como nas células diploides), este tipo de mutação continuaria sendo letal, 
porque causaria a substituição simultânea de diversos resíduos de fenilalanina 
por serina nas proteínas da célula. 

Tendo em vista o que foi discutido anteriormente, foi completamen- 
te inesperada a descoberta de que em certas organelas subcelulares o códi- 
go genético é, de fato, um pouco diferente do padrão. Essa constatação veio 
durante a elucidação da sequência inteira de DNA do genoma mitocondrial 
humano, com 16.569 pb, mas é observada nas mitocôndrias de levedura, 
mosca-da-fruta e plantas complexas. As sequências das regiões que sabida- 
mente especificam proteínas revelaram as seguintes diferenças entre o código 
genético padrão e o mitocondrial (Tab. 16-6). 


* UGA não é um códon de término, mas de triptofano. Assim, o anticó- 
don do tRNA™? mitocondrial reconhece tanto UGG quanto UGA, como 
se obedecesse às regras tradicionais da oscilação. 

* A metionina interna é codificada por AUG e AUA. 

+ Nas mitocôndrias de mamíferos, AGA e AGG não são códons de arginina 
(para a qual existem seis no código “universal”), mas determinam tér- 
mino de cadeia. Portanto, existem quatro códons de término no código 
mitocondrial de mamíferos (UAA, UAG, AGA e AGG). 

+ Nas mitocôndrias de Drosophila, os códons AGA e AGG também não cor- 
respondem à arginina, mas sim, à serina. 


Não é surpresa, talvez, que os tRNAs mitocondriais também sejam inco- 
muns quanto às regras de decodificação das mensagens mitocondriais. Exis- 
tem apenas 22 tRNAs nas mitocôndrias de mamíferos, enquanto um mínimo 
de 32 moléculas de tRNA são necessárias para decodificar o código “univer- 
sal”, de acordo com as regras da oscilação. Consequentemente, quando um 
aminoácido é especificado por quatro códons (com as mesmas primeira e se- 
gunda posições), apenas um tRNA mitocondrial é envolvido. (Deve-se lem- 
brar de que, em sistemas não mitocondriais, pelo menos dois tRNAs seriam 
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TABELA 16-6 Código genético das mitocôndrias de mamíferos 


Segunda posição 
UUU Phe | UCU 
uuc (GAA)t | uce 
UUA Ley | UCA 
uug (UAA) | ucG 
s cw ccu CAU ms | CoU i 
E CUC Leu | CCC pro | Cac (GUG)| cGG Ag 
CUA (UAG) | cca (UGG) | ICAA gn | cea (UCG) 
cus cos CAG (UUG) | cos 
2 Est 
Acu AAU Asn | AGU ser 
ACC Thr aac (GUU) | age (GCU) 
E Met | ACA (UGU) | CAMA tys | EEEMérmino E É 
$ AUG (CAUX | Aco AAG (UUU) | EE término a 
Guu ccu GAU Asp | Go 
GUC val GCC Aa Gac (GUC) | ec Gy 
GUA (UAC) | GCA (UGC) | GAN Giu GGA (UCC) 
GUG eco GAG (UUC) 


* Diferenças entre os códigos genéticos mitocondrial e "universal (Tab. 16-1) 
são mostrados sombreados em verde. 

t Cada grupo de códons é sombreado em cinza e é lido por um único tRNA cujo 
antcódon, escrito de 5' -» 3, está entre parênteses. Cada grupo de quatro 
códons é lido por um IRNA que possui uma U na primeira posição (5') do anticódon. 
Grupos de dois dons que terminam em UIC ou AJG são idos com a osolação 

jU pelos IRNAS, com G ou U, respectivamente, na primeira posição do anticódon. 

de dinda gabar contr ses moita 

+ Observa-se que a C na primeira posição do anticódon realiza pareamentos incomuns. 


necessários.) Todos esses tRNAs mitocondriais possuem um resíduo de U na 
posição 5º (posição de oscilação) de seus anticódons, capaz de parear com 
qualquer um dos quatro nucleotídeos da terceira posição do códon. Nos casos 
em que as purinas na terceira posição do códon correspondem a diferentes 
aminoácidos de pirimidinas, uma U modificada na primeira posição do an- 
ticódon do tRNA mitocondrial limita a oscilação, permitindo o pareamento 
apenas com as duas purinas. 

As exceções ao código “universal” não se limitam às mitocôndrias, sendo 
também encontradas em alguns genomas de procariotos e genomas nucleares 
de certos eucariotos. A bactéria Mycoplasma capricolum usa o UGA como có- 
don de triptofano em vez de códon de término. Da mesma maneira, alguns 
protozoários unicelulares usam UAA e UAG, os quais são códons de término 
no código “universal”, como códons para glutamina, Finalmente, um códon 
(CUG) de um aminoácido (leucina) no código “universal” tornou-se o códon 
de outro aminoácido (serina) na levedura Candida. 

Acabou-se de ver que podem ocorrer variações no código genético que são 
peculiares a certas organelas e organismos. Mas diferenças no código podem 
também acontecer com a introdução de novos aminoácidos em sequências 
proteicas que servem, na verdade, para expandir o código. No Quadro 16-1, 
considera-se como esses aminoácidos podem surgir, por meios naturais ou 
artificiais, e como eles são incorporados nas proteínas por meio de impressio- 


nantes feitos da engenharia. 


CONCEITOS AV 


Expansão do código genético 


NÇADOS 


Quadro 16-1 
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Como foi visto, 61 dos 64 códons do código genético especi- 
ficam os 20 aminoácidos mais comumente encontrados nas 
proteinas. Algumas proteínas, entretanto, possuem aminoá- 
cidas incomuns que não são especificados pelo código. Por 
exemplo, o colágeno contém o aminoácido hidroxipr 
que é criado pela hidroxilação da prolina após sua incorpo- 
ração na cadeia polipeptídica. E algumas proteinas contêm 
selenocisteina, que é gerada em um tRNA especializado car- 
regado com serina. A serina é convertida em selenocisteina 
pela incorporação enzimática de selênio. O tRNA especiali- 
zado, carregado com selenocisteína, entra no ribossomo em 
um códon UGA especial que é flanqueado por uma sequência 
do mRNA reconhecida por um fator de alongamento espe- 
cífico. O fator de alongamento introduz o tRNA carregado 
com selenocisteinil no sítio A, onde o aminoácido contendo 
o metal é incorporado à cadeia polipeptídica crescente. Estes. 
e outros casos de aminoácidos modificados envolvem me- 
canismos especializados para a introdução de aminoácidos 
alterados em proteínas sem a violação da (quase) universa- 
lidade do código genético. Mas e se fosse possível expan 
o código genético, por meio da engenharia genética, para 
especificar aminoácidos artificiais? Haveria a possibilidade de 
fazer isso de maneira a permitir a incorporação de aminoá- 
cidos customizados em determinados sítios das proteinas e, 
assim, gerar novas proteinas e até mesmo organismos intei- 
ros com propriedades úteis? 

A convergência de duas linhas de pesquisa trouxe es- 
sas possibilidades para a realidade, Em uma delas, foi cria- 


HT com HN 


do um tRNA que reconhece UAG, mas que não é substrato 
para nenhuma das aminoadil-tRNA sintetases conhecidas em 
E, coli. Em vez disso, sintetases cognatas foram geradas por 
uma estratégia de evolução iterativa que reconhece o tRNA 
característico e o carrega com um determinado aminoácido 
artificial, Desta maneira, desenvolveu-se uma série de sinteta- 
ses que reconhecem e carregam o tRNA cognato com um dos 
vários aminoácidos artificiais com características úteis, como 
sítios de ligação a metais pesados (para facilitar os estudos 
de difração de raios X), grupos fluorescentes (para micros- 
copia de fluorescência), sítios de fotocruzamento ou grupos 
quimicamente reativos (Fig. 1 deste quadro). Linhagens de 
E. coli produzindo o tRNA de reconhecimento a UAG e uma 
das novas sintetases são capazes de captar um aminoácido 
artificial cognato do meio de cultivo e incorporá-lo em protei- 
nas nos sítios UAG do mRNA. Por exemplo, se quiser introdu- 
zir um sítio de fotocruzamento em uma determinada posição 
de uma proteina de interesse, introduz-se um códon TAG na 
sequência codificadora desta proteina e expressa-se o gene 
contendo TAG em células de E. coli projetadas para introduzir 
o aminoácido artificial nos códons UAG. 

Enquanto isso, em uma segunda linha de pesquisa, está 
sendo criada uma linhagem de E. coli na qual todos os códons. 
de término 314 TAG (UAG) do genoma estão sendo substi- 
tuídos por códons de término TAA (UAA). Isso é realizado 
em duas etapas. Na primeira delas, uma abordagem multi- 
plex conhecida como MAGE (do inglês, multiplex automated 
genome engineering) foi usada para criar 32 linhagens nas 


HN COH HN COH HN COH HN COH 
NH; 
P i cu Nh 
i o 
HN COH HN COH HN COH HN COH 


QUADRO 16-1 FIGURA 1 Exemplos de aminoácidos 
artificiais desenvolvidos para incorporação por um códi- 


go genético expandido. (Adaptada de http//schultz.scripps. 
edu/research.php, cortesia de Peter Schultz.) 


(continua) 
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quais diferentes conjuntos de códons TAG foram substituídos. 
pelo códon de término sinônimo. Depois disto, uma estraté- 
gia baseada em conjugação genética hierárquica, conhecida 
como CAGE (do inglês, conjugative assembly genome en- 
gineering) está sendo empregada para fundir todas as 314 
substituições de códon em uma única linhagem. Esta estraté- 
gia promete culminar em uma linhagem de E. coli na qual o 
códon TAG foi liberado para a incorporação de aminoácidos 


RESUMO 


customizados. No futuro, estratégias como estas poderão ser 
aplicadas a outros microrganismos, como leveduras. Liberta- 
das da restrição dos 20 aminoácidos naturais, E. coli e levedu- 
ras projetadas para ter um códon que especifica um 21º ami- 
noácido podem ter uma maior capacidade para desenvolver 
características úteis sob condições laboratoriais controladas 
do que seus ancestrais não modificados. 


No código genético “universal” usado por todos os organis- 
mos, de bactérias a seres humanos, 61 códons determinam 
aminoácidos específicos; os três restantes são códons de tér- 
mino de cadeia. O código é altamente degenerado, com vários 
códons (sinônimos) correspondendo a um mesmo aminoáci- 
do. Às vezes, um determinado tRNA pode reconhecer especi- 
ficamente vários códons. Essa capacidade decorre da oscilação 
da base na extremidade 5º do anticódon. Os códons de térmi- 
no UAA, UAG e UGA são lidos por proteínas específicas e não 
por moléculas especializadas de tRNA. 

O código genético obedece a três regras principais: os có- 
dons são lidos na direção 5' para 3', os códons não são sobre- 
postos e a mensagem não tem interrupções, e a mensagem é 
traduzida em uma fase de leitura fixa (constante) determinada 
pelo códon de início. 

O código genético foi desvendado por estudos de síntese 
proteica em extratos livres de células. A adição de um novo 
mRNA a um extrato desprovido de seu mensageiro original 
resulta na produção de novas proteínas, cujas sequências 
de aminoácidos são determinadas pelo mRNA adicionado. 
O primeiro passo (e, provavelmente, o mais importante) para 
desvendar o código foi a descoberta de que o polirribonucieo- 
tídeo sintético poli(U) codificava, especificamente, uma poli- 
fenilalanina, A seguir, o uso de outros polirribonucicotídeos 
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sintéticos homogêneos (poli[C] e assim por diante) e mistos 
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um aminoácido específico. 

Um código genético levemente diferente é empregado nas 
mitocôndrias e nos genomas principais de alguns procariotos 
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QUESTÕES 


Para respostas de questões de número par, ver Apêndice 2: Respostas. 


Questão 1. Cite dois aminoácidos que não apresentam cô- 
digo degenerado. Explique o porquê. 


Questão 2. Explique a vantagem celular do códon 5-AAG-3' 
para codificar lisina e do códon $-AGG-3' para codificar 
arginina. 


Questão 3. Considere o códon de mRNA S-ACU-3'. Qual é 
o aminoácido codificado por esse códon? Qual é a sequência 
de DNA que codifica esse códon? Forneça a sequência do anti- 
códon de tRNA que reconhece esse códon. 


Questão 4. Seguindo a convenção de escrever as sequências 
nucleotídicas na direção 5! > 3', indique (marcando sim ou 
não) se os seguintes códons de mRNA podem ser reconhecidos 
pelo anticódon de tRNA ICG. 


Questão 5. Considerando os experimentos iniciais realiza- 
dos por bioquímicos para desvendar o código genético usando 
sequências de RNA como poli(U), qual é a condição essencial 
que permitiu ao ribossomo traduzir as sequências do polímero 
in vitro? 


Questão 6. Você quer testar se o códon 5'-GUG-3' codifica 
valina. Qual sequência de dinucleotídeo de RNA repetida você 
usaria para obter suporte de que esse códon codifica valina? 
Quando o ribossomo traduzir a sequência de dinucleotídeo 
repetida, qual outro aminoácido você espera encontrar na se- 
quência polipeptídica? 


Questão 7. Vocêrecebea seguinte sequência de DNA, localiza- 
da no meio de um gene de E. coli: 5-ACCGTITCGGCTAGG-3". 
Esta representa a fita codificadora. Quais são as três regras do 
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código genético que você precisa conhecer para traduzir corre- 
tamente essa sequência em um polipeptídeo? 


Questão 8. Você recebe a seguinte sequência de DNA, localiza- 
da no meio de um gene de E. coli: 5-ACCGTTTCGGCTAGG-3'. 
Esta representa a fita codificadora. Cite os três possíveis poli- 
peptídeos codificados por essa sequência. 


Questão 9. A seguir, está representada uma porção de uma 
sequência de DNA selvagem que codifica os últimos aminoá- 
cidos de uma proteina de 270 aminoácidos, Os três primeiros 
pares de base em negrito indicam a fase de leitura incluem a 
região codificadora. 


5º. GCFAAGTATIGCICAAGATTAGGATGATAAATAACTGOS! 

Fa ITTCATAACGAGTTCTAATCCTACTATTTATTGACCS 

A. Qual delas é a fita-molde para a transcrição deste gene? 
Explique brevemente sua escolha. 

B. Uma inserção de um par de bases provoca a diminuição da 
proteína em sete aminoácidos. Com relação à sequência 
fomecida anteriormente, onde ocorre a inserção? 

C. Uma alteração em um par de bases leva ao aumento da pro- 
teina em um aminoácido. Com relação à sequência for- 
necida anteriormente, qual par de bases você alteraria, e 


por qual par de bases você o trocaria para que a proteina 
aumentasse em um aminoácido? 


Questão 10. Considerando as sequências selvagens a seguir, 
identifique a mutação em cada sequência alterada de acordo 
com os seguintes tipos: mutação com troca de sentido, muta- 
ção sem sentido, mutação de alteração de fase de leitura, mu- 
tação reversa, mutação de supressão intragênica, ou mutação 
de supressão intergênica. Para cada sequência alterada, mais 
de uma resposta é possível. Esta sequência de DNA codifica os 
últimos aminoácidos de uma proteína que contém 270 ami- 
noácidos. Os três primeiros pares de bases em negrito indicam 
a fase de leitura e incluem a região codificadora. Os nucleoti- 
deos inseridos estão em itálico. 
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Sequência do tipo selvagem: 
5 GCTAAGTATIGCICAAGATTAGGATGATAAATAACTGG3' 


4 CGATTOATAACGAGTTCTAATOCTACTATTTATTGACCS' 


A. Sequência alterada 1: 
5º GCTAAGTATTGCICAACOGATTAGGATGATAAATAACTOG” 


94, CGATICATAACGAGTTGGCTAATCCTACTATTTATTGACOS' 


Sequência alterada 2 — a partir da sequência alterada 
5 GCTAAGTATTGCTCACCGATTAGGATGATAAATAACTGG: 


31 CGATICATAACGAGTGGCTAATECTACTATITATTGACOS! 


C. Sequência alterada 3 -a partir da sequência alterada 1: 
5º, GCTAAGTATTGCICCOGATTAGGATGATAAATAACTGGS! 


3º, CGATICATAACGAGGGCTA ATCCTACTATITATTGACCS! 


Questão 11, Pesquisadores observaram que uma única al- 
teração de aminoácido em uma proteína transmembrana, de 
cisteína para triptofano, causa degeneração da retina. Forneça 
a sequência relevante do mRNA que codifica esta substituição. 
Forneça a(s) sequência(s) de mRNA selvagem(ns) e a sequência 
mutada, À substituição de aminoácido é causada por uma mu- 
tação de transição ou de transversão no DNA? 


Questão 12. Descreva a universalidade do código genético. 
Como se explica a ocorrência de exceções à universalidade? 


Questão 13. Você está clonando um gene de Candida 
albicans que você quer expressar em E. coli para posterior pu- 
rificação. Você quer que as células de E. coli produzam uma 
proteína com a sequência exata de aminoácidos de Candida 
albicans. Como você poderia mutar a sequência de DNA de seu 
gene de interesse para garantir que o códon 5/-CUG-3' codifi- 
que serina em vez de leucina? 


Questão 14. Você está fazendo uma triagem em E. coli para 
buscar mutações supressoras para um mutante de seu gene de 
interesse, A mutação que atualmente provoca a ausência de 
expressão da proteína codificada por seu gene é uma mutação 
sem sentido. Uma mutação supressora está localizada no gene 
que codifica um tRNA!“ menos comum. 

A. Qual tipo de mutação supressora está descrita anterior- 

mente? 


B. Por que é mais provável que um tRNA'“ menos comum 
possua uma mutação supressora do que um tRNA" mais 
comumente usado? 

C. Se a mutação supressora envolver apenas uma mutação 
de ponto e puder traduzir o códon de término S'-UAG-3', 
forneça a sequência do anticódon no tRNA'* mutado e 
no tRNA selvagem. 

D. Por que a supressão de códons 5'-UAG-3' é mais eficiente 
do que a supressão de outros códons de término? 


Questão 15. Você está clonando o Gene X de S. cerevisiae em 
um plasmídeo, e quer incluir a sequência de 1 kb a montante e 
a jusante da fase aberta de leitura para tentar expressar o gene 
sob seu próprio promotor. Para esta determinada região do ge- 
noma, não há outros códons AUG esperados a montante da 
fase aberta de leitura no Gene X. Para garantir que a proteina 
está sendo expressa, você tenta complementar a linhagem 
desprovida do Gene X com sua versão plasmidial do Gene X, 
mas não está conseguindo (não houve retorno para o fenótipo 
selvagem). Você não está preocupado com as questões de pro- 
cessamento em S. cerevisiae, e suspeita de que há uma mutação 
em seu Gene X clonado. O laboratório de sequenciamento não 
está funcionando esta semana, mas você tem acesso a um sis- 
tema de tradução in vitro em seu laboratório, Você traduz o 
Gene X selvagem e o gene X clonado usando este sistema, e 
separa seus produtos por SDS-PAGE seguida por coloração com 
azul de Coomassie (dados apresentados a seguir). Você espera 
encontrar uma proteína pequena, por isso usa um marcador 
de massa molecular baixo. 


arkoa 
Canaleta 1: Tradução do Gene X 

Canaleta 2: Tradução do Gene X clonado 
Canaleta 3: Marcador de massa molecular 


25kDa 
200a 
15KDa 
100a 


A. Você acha que o gene X clonado possui uma mutação? Se 
sim, de que tipo (troca de sentido, sem sentido, alteração 
de fase de leitura)? Explique sua resposta com base nos 
dados. 


B. Por que você acha que o gene clonado não está comple- 


mentando a linhagem deletada? Explique sua resposta 
com base nos dados. 


Origem e Evolução 
Inicial da Vida 


FUNCIONAMENTO DA CÉLULA É MEDIADO pela ação orquestrada de um gran- 

de número de máquinas moleculares. Com poucas exceções, essas 

máquinas são compostas principalmente por proteínas, executando 
coletivamente quase todas as tarefas da vida da célula. Estas incluem muitos 
dos processos discutidos neste livro, como a replicação e o reparo do genoma, 
o controle da expressão gênica, a divisão celular e a segregação cromossômi- 
ca. Além disso, o metabolismo, a produção de energia e a fotossíntese são 
mediados por proteínas, embora geralmente atuando em conjunto com pe- 
quenas moléculas de cofatores. Resumidamente, vive-se em um “Mundo de 
Proteínas” no qual a base da vida consiste amplamente na ação combinada 
de polímeros de aminoácidos. Assim sendo, convém perguntar como isso se 
estabeleceu. De fato, e indiscutivelmente, nenhum assunto é mais profundo 
do que a questão de como a vida baseada em proteínas surgiu na Terra, se, de 
fato, ela surgiu neste planeta. Qual sequência de eventos químicos e físicos 
foi seguida para que a vida surgisse e evoluísse até o mundo contemporâneo, 
baseado em proteínas, dos seres vivos? 

A questão da origem da vida representa um enigma. Se a maquinaria para 
replicar o DNA e traduzir a informação genética em proteínas é feita de protei- 
nas, então como a duplicação e a expressão do material genético poderiam ter 
ocorrido antes da existência das proteínas? Assumindo, por um momento, que 
um material genético baseado em ácidos nucleicos poderia, de alguma manei- 
ra, ter surgido em uma sopa primordial, como ele poderia dirigir a produção 
das proteínas de que ele mesmo necessitaria para propagar-se, antes que hou- 
vesse proteínas? E esta propagação poderia ter ocorrido antes da existência de 
células primordiais (protocélulas), como as vesículas envoltas por membra- 
nas que serão consideradas mais adiante, para abrigar a maquinaria de replica- 
ção, e como poderiam ter surgido estas protocélulas? Para além dos problemas 
conceituais colocados por estas questões, está o grande desafio de fazer pergun- 
tas históricas. Não se pode voltar no tempo para revisitar os eventos da origem 
da vida, e têm-se poucos ou nenhum vestígio no registro fóssil. No entanto, 
e apesar destes obstáculos, a biologia molecular permite formular hipóteses a 
respeito de como a vida poderia ter surgido e a possibilidade, se não ainda uma 
realidade, de criar vida em um tubo de ensaio como prova de conceito. 

O que se quer dizer com vida, exatamente? É difícil definir vida, porque 
ela é um processo, e não uma coisa. Ainda assim, até mesmo uma criança 
consegue distinguir um objeto inanimado de algo que está vivo. Aqui, e para 
os objetivos deste capítulo, é utilizada a seguinte definição minimalista que 
melhor se aplica às formas de vida iniciais: a vida contemporânea surgiu a 
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partir de um sistema que tinha capacidade autorreplicativa e que estava sujei- 
to à evolução darwiniana. Autorreplicação significa que o sistema depen- 
dia apenas de pequenas moléculas e de energia para sua propagação. Evolu- 
ção darwiniana refere-se ao fato de que o sistema estava sujeito a mutações 
e modificações, possibilitando o surgimento e a seleção de sistemas variantes 
mais complexos, que se propagavam de maneira mais eficiente. 

Dentre as formas de vida contemporâneas, os organismos mais simples, de 
vida livre, são os membros do gênero Mycoplasma. Estas bactérias são despro- 
vidas de parede celular e possuem genomas pequenos, como exemplificado 
pela espécie Mycoplasma genitalium, com um genoma de 580 quilobases (kb), 
representando 500 genes codificadores de proteínas. Os vírus são ainda mais 
simples do que os micoplasmas, mas estes pequenos agentes infecciosos não 
são considerados seres vivos porque não possuem uma estrutura celular, não 
se propagam por divisão celular e dependem de suas células hospedeiras para 
ter mais do que pequenas moléculas e energia. Além disso, também mais 
simples do que os micoplasmas são pequenos simbiontes de insetos, como 
Hodgkinia cicadicola, simbionte da cigarra, que possui um genoma com apenas 
144 kb. Ao contrário dos micoplasmas, no entanto, esses simbiontes conse- 
guem sobreviver apenas dentro das células de seus insetos hospedeiros, dos 
quais são inteiramente dependentes para seu metabolismo e propagação. 

Os micoplasmas consistem simplesmente em uma membrana citoplas- 
mática e na maquinaria para citocinese, replicação e segregação cromossô- 
micas, síntese proteica e metabolismo, representando uma lista de atributos 
mínimos para a vida baseada em proteínas. (Apesar de sua simplicidade, os 
micoplasmas não são descendentes diretos das primeiras formas de vida. Em 
vez disso, eles originaram-se de bactérias mais complexas, com paredes ce- 
lulares e genomas maiores, por meio da perda de genes e funcionalidades.) 
Curiosamente, é possível até mesmo avançar um passo no laboratório e gerar 
bactérias sem parede celular, conhecidas como formas L, que lembram os 
micoplasmas mas são desprovidas de maquinaria para citocinese. Em vez dis- 
so, as formas L dividem-se por um processo semelhante a um brotamento es- 
pontâneo parecido com o das protocélulas, que serão discutidas adiante neste 
capítulo. Assim, a lista de atributos mínimos para a vida contemporânea não 
necessita incluir a maquinaria para citocinese. 

Como os micoplasmas possuem genomas muito pequenos, recentemente 
tornou-se possível sintetizar o genoma inteiro da espécie Mycoplasma mycoides 
e criar uma célula viva com um genoma artificial. O genoma de 1 milhão de 
pares de bases (Mb) de M. mycoides foi criado a partir de unidades de 1 kb qui- 
micamente sintetizadas, que foram montadas em um genoma completo por 
etapas e propagadas em leveduras como hospedeiro substituto (Fig. 17-1). Em 
uma etapa final, o genoma sintético de M. mycoides foi recuperado das células 
de levedura e transplantado no citoplasma de outra espécie de Mycoplasma, 
substituindo, assim, o genoma da bactéria. Esse transplante resultou em uma 
bactéria de vida livre cujo genoma foi inteiramente criado por meios sintéti- 
cos (Fig. 17-2). 

O objetivo deste capítulo é abordar como e sob quais circunstâncias os 
sistemas moleculares encapsulados simples, capazes de fazer autorreplicação, 
devem ter surgido e como estes sistemas primitivos, por meio de evolução 
darwiniana, podem ter dado origem aos ancestrais dos organismos unicelu- 
lares contemporâneos. Ao contrário da maioria dos outros tópicos abordados 
neste livro, o conhecimento sobre a origem da vida está ainda no estágio 
das hipóteses. Portanto, este tópico será explorado por meio de uma série de 
perguntas. 


QUANDO SURGIU A VIDA NA TERRA? 


Supondo agora que a vida surgiu na Terra (e não que tenha sido semeada aqui 
a partir de outro lugar do universo), pode-se presumir que ela não poderia ter 
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surgido antes do aparecimento de água líquida. A Terra formou-se ao longo de 
dezenas de milhões de anos, com sua lua tendo surgido a partir de uma coli- 
são com um projétil gigantesco. Essa colisão marcou o fim da principal fase de 
crescimento do planeta há cerca de 4,5 bilhões de anos (4,5 Ga, ou giga-ano). 
A energia do impacto teria derretido o manto da Terra e, assim, a água no 
estado líquido não teria existido até que um resfriamento adequado tivesse 
ocorrido para permitir que nuvens de água se formassem. O ĉon geológico da 
formação da Terra até cerca de 3,8 Ga, correspondente à idade das rochas se- 
dimentares mais antigas e bem-preservadas, é o Hadeano. Ele é seguido pelo 
éon Arqueano, que terminou há 2,5 Ga, correspondendo aproximadamen- 
te ao advento de uma atmosfera contendo oxigênio (Fig. 17-3). Estudos de 
isótopos do mineral zircônio indicam que os oceanos começaram a formar-se 
em torno de 4,4 Ga, resultando em uma hidrosfera estável em torno de 4,2 Ga 
no éon Hadeano, fixando um limite inicial para os eventos que levaram à 
origem da vida. 

Quando surgiu a vida, após a formação de uma hidrosfera estável? É difí- 
cil identificar formas iniciais de vida com segurança. Ainda assim, os estroma- 
tólitos (estruturas em camadas) formados no registro fóssil, a partir do apri- 
sionamento de comunidades microbianas em sedimentos físicos, e evidências 
isotópicas que datam o surgimento dos ciclos biológicos de carbono e enxofre 
indicam que existia vida já em 3,5 Ga no éon Arqueano. Evidentemente, en- 
tão, a vida surgiu durante o éon Hadeano ou no início do ĉon Arqueano, mas 
ainda não se sabe precisamente quando. Uma complicação na datação da 
origem da vida é que a vida pode ter surgido de maneira independente em 
múltiplas ocasiões. Entretanto, apenas uma forma de vida tornou-se o que se 
chama de Último Ancestral Comum Universal da vida contemporânea. 
Esse Último Ancestral Comum Universal pode ter surgido antes ou considera- 
velmente mais tarde do que os primeiros fósseis. 


QUAL FOI A BASE DA QUÍMICA ORGÂNICA PRÉ-BIÓTICA? 


Os tijolos para a construção da vida são moléculas orgânicas. Se a vida 
surgiu espontaneamente na Terra, então isso deve ter ocorrido a partir de mo- 
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FIGURA 17-1 Criação de um ge- 
noma sintético. O esquema mostra a 
estratégia usada para a sintese quimica de 
um genoma completo de Mycobacterium 
mycoides. Cassetes com cerca de 1.000 pb 
(setas amarelas) foram montados por 
etapas em unidades cada vez maiores e, 
finalmente, deram origem a um cromos- 
somo artificial completo usando levedura 
como célula hospedeira. (Adaptada, com 
permissão, de Gibson D.G. et al. 2010, 
Science 329: 52-56. © AAAS.) 


FIGURA 17-2 Bactérias vivas com 


genoma sintético. O cromossomo ar- 
tificial completo, construído conforme 
descrito na Figura 17-1, foi removido das 
céulas de levedura e usado para deslocar 
o cromossomo natural de outra espécie 
de Mycoplasma. Aqui, é mostrada uma 
micrografia eletrônica de varredura de um 
grupo de bactérias Mycoplasma mycoides 
JCV-Syn1.0., cada uma delas portando o 
genoma sintético, Cada bactéria possui 
cerca de 500 nm de diâmetro, (Imagem 
de Thomas Deerinck e Mark Ellisman, 
NCMIR, UCSD e John Glass, JCVI.) 
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FIGURA 17-3 Linha do tempo geológico para a Terra inicial e o surgimento da 
vida, É mostrada a sequência de eventos desde a formação da Terra por meio dos éons Hadea- 
noe Arqueano, e os eventos correspondentes na origem da vida de acordo com a hipótese do 
Mundo de RNA. (Modificada, com permissão, de Barton N.H. et al. 2007. Evolution, Fig. 4.4, 
p. 91. © Cold Spring Harbor Laboratory Press. Originalmente, com permissão, de Joyce G.F. 
2002. Nature 418: 214-221. © Macmillan.) 


léculas orgânicas semelhantes às que constituem a vida contemporânea. Em 
nosso Mundo de Proteínas, aminoácidos, açúcares, nucleotídeos e lipídeos 
são produzidos por enzimas em rotas biossintéticas complexas e de múltiplas 
etapas. De onde os tijolos orgânicos para a construção da vida vieram antes 
da existência de vida? 

O ano de 1953 é reconhecido na história da biologia molecular pela des- 
coberta revolucionária da estrutura do DNA por James D. Watson e Francis 
H. Crick. Mas 1953 também é celebrado pelo clássico experimento de Stanley 
Miller e Harold Urey, da University of Chicago, que investigou se as condi- 
ções da Terra primitiva poderiam ter sustentado as reações químicas capazes 
de criar moléculas orgânicas a partir de precursores inorgânicos. Miller e Urey 


trodos 


ju entrada de água 
— condensador 


H—— saida de água 


gotas de água 


NY tamonini 
és [r compostos 
ii =— orgânicos 
== água liquida retida na 
estrutura em U 


FIGURA 17-4 Experimento de Miller-Urey. O experimento mostrou que os aminoácidos 
poderiam ser criados a partir de água, metano, amônia e hidrogênio. (a) Aqui, apresenta-se 
uma recriação do aparato original do experimento. (Foto por cortesia da NASA.) (b) O dia- 
grama do aparato mostra a sequência de etapas. Ferveu-se água em um frasco de 500 mL, 
direcionando o vapor e os gases para cima através de uma descarga elétrica criada por eletro- 
dos de tungstênio em um frasco de 5 L. O vapor e gases do frasco maior foram resfriados no 
condensador, originando água no estado liquido, que foi coletada na estrutura em formato de 
U na parte interior, juntamente com os produtos químicos gerados pela descarga, 
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submeteram água, metano, amônia e hidrogênio a descargas elétricas em 
frascos lacrados (Fig. 17-4). Após uma semana, uma porção significativa do 
metano havia sido convertida em moléculas orgânicas, incluindo uma mistu- 
ra racêmica de 11 aminoácidos. Análises dos conteúdos dos frascos lacrados 
de alguns experimentos posteriores de Miller, nos quais ele incluiu sulfeto 
de hidrogênio, revelaram a presença de todos os 20 aminoácidos encontra- 
dos nas proteínas contemporâneas, bem como de vários outros aminoácidos. 
Notavelmente, essas análises foram realizadas por outros pesquisadores mais 
de meio século após Miller ter realizado os experimentos originais e lacrado 
os frascos. Na época, acreditava-se que as condições de Miller simulavam a 
atmosfera inicial da Terra, que supunha-se ser redutora e rica em metano. Mas 
o pensamento atual é de que o metano era pouco abundante na atmosfera 
inicial (exceto, talvez, por breves períodos), com a maior parte do carbono 
na forma de dióxido de carbono. Ainda assim, moléculas orgânicas também 
são geradas quando dióxido de carbono, nitrogênio e água são submetidos a 
descargas elétricas, radiação ionizante e luz ultravioleta. 

Apesar do sucesso dos icônicos experimentos de Miller e Urey, esforços 
para mimetizar as condições da química pré-biótica conseguiram apenas 
recentemente gerar polinucleotídeos. Abordagens anteriores e malsucedidas 
eram baseadas na reação de fosfato, ribose e nucleobases em um esforço para 
gerar nucleotídeos. Entretanto, nucleotídeos foram agora gerados por meio 
de uma nova abordagem envolvendo quatro moléculas orgânicas simples 
(cianamida, cianoacetileno, glicolaldeido e gliceraldeído) que são facilmen- 
te obtidas sob condições pré-bióticas plausíveis (Fig. 17-5). Por exemplo, o 


glicolaldeído 
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FIGURA 17-5 Geração de nu- 
cleotídeos pirimidínicos a partir de 
moléculas orgânicas simples. É mos- 
trada uma rota recém-descoberta para a 
síntese de um nucleotídeo pirimidínico a 
partir de moléculas orgânicas simples, Os 
blocos de construção glicolaldeido e cia- 
namida reagem criando 2-amino-oxazol, 
o qual pode ser considerado parte de 
um anel de pentose e parte de um anel 
de pirimidina. A adição de gliceraldeido 
completa a pentose, gerando a pentose- 
-amino-oxazolina, e a adição de cianoace- 
tileno completa a pirimidina, criando um 
anidronucleosideo. Rearranjos e reação 
com fosato convertem o anidronucleo- 
sídeo em uma mistura de citosina (C) e 
uracila (U). (Adaptada, com permissão, 
de Sutherland .D. 2010. Ribonucieotides 
Em The origins of life (ed. Deamer D. e 
Szostak J.W), pp. 109-121, Fig. 2, p. 114. 
© Cold Spring Harbor Laboratory Press.) 
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FIGURA 17-6 Papel postulado 
para a argila na síntese de polirribo- 
nucleotídeos. Minerais da argila promo- 
vem a formação de ligações fosfadiéster 
pela ligação e concentração de nucleoti- 
deos, Camadas microscópicas de minerais 
da argila podem ter exercido um papel 
semelhante na origem da vida, durante a 
formação dos primeiros polirribonucleo- 
tídeos, (Adaptada, com permissão, de 
Ricardo A. e Szostak J.W. 2009. Sci. Am. 
301: 54-61, © Andrew Swift MS CM1) 


FIGURA 
Murchison. Este meteorito pode ser en- 
contrado no National Museum of Natural 
History, em Washington, D.C. O peso total 
do meteorito é 100 kg. (nttn:/en wikipedia. 
org/wikifile: Murchison crop,jpg) 
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cianoacetileno é um dos principais produtos da reação de metano e nitrogê- 
nio quando submetidos a uma descarga elétrica. O principal novo achado é 
que glicolaldeído, cianamida e fosfato (atuando como tampão e como cata- 
lisador acidobásico) reagem para formar um intermediário (2-amino-oxazol) 
que faz parte de um anel pirimidínico e de uma pentose (Fig. 17-5). Reações 
posteriores envolvendo cianoacetileno, gliceraldeído e fosfato convertem 
2-amino-oxazol em nucleotídeos pirimidínicos (na forma de citidina e uridi- 
na 2',3'-monofosfatos cíclicos). Assim, em vez de tentar unir fosfato, ribose e 
nucleobases, a nova estratégia cria nucleotídeos por meio de um intermediá- 
rio que não é uma ribose nem uma nucleobase. 

Outro trabalho mostrou que os nucleotídeos podem reagir para formar 
oligonucleotídeos em argila. Camadas microscópicas de argila absorvem e 
concentram nucleotídeos, permitindo-os reagir uns com os outros para for- 
mar cadeias ribonucleotídicas (Fig. 17-6). Em conjunto, esses novos achados 
preenchem potencialmente uma lacuna importante no conhecimento sobre 
a origem da vida, porque as ideias mais convincentes a respeito do início da 
vida apontam para o surgimento espontâneo de moléculas de RNA autorrepli- 
cantes na Terra pré-biótica (como será explicado adiante). 

Finalmente, observa-se que as moléculas orgânicas pré-bióticas podem 
não ter surgido somente a partir de reações envolvendo o carbono atmos- 
férico. Outra potencial fonte de moléculas orgânicas foram cometas e me- 
teoritos derivados do impacto da formação da Lua. Certos meteoritos co- 
nhecidos como condritos (que não sofreram derretimento durante sua 
formação) às vezes apresentam carbono (condritos carbonáceos). Análises 
químicas revelaram a presença de misturas racêmicas nesses condritos car- 
bonáceos (contendo as moléculas de quiralidade 1 e n) de vários aminoáci- 
dos, incluindo os encontrados em proteínas contemporâneas. Um grande e 
bem-estudado condrito carbonáceo, o meteorito de Murchison, que caiu 
em Murchison, na Austrália, em 1969, é particularmente rico em moléculas 
orgânicas (Fig. 17-7). Curiosamente, entre os aminoácidos identificados no 
meteorito de Murchison e em outros condritos carbonáceos, estão alguns, 
como a isovalina, que são recuperados com excesso enantiomérico de qui- 
ralidade 1 para p. De fato, apenas excessos de L-aminoácidos (e não de D- 
-aminoácidos) foram encontrados em materiais de condritos carbonáceos. 
Talvez a homoquiralidade de i-aminoácido (surgindo talvez pela amplifica- 
ção de um excesso de 1 para D) tenha sido uma característica da origem da 
vida desde seu período inicial. Outra descoberta empolgante do meteorito de 
Murchison foi a presença de certas nucleobases, incluindo a uracila. Assim, o 
transporte de aminoácidos e de nucleobases em condritos carbonáceos para 
a Terra pode ter contribuído para a sopa química primordial que gerou os 
primeiros sistemas vivos. 
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A VIDA EVOLUIU A PARTIR DE UM MUNDO DE RNA? 


Como foi visto no Capítulo 5, o RNA apresenta grande diversidade em estru- 
tura e função, incluindo sua capacidade de atuar como enzima. A descoberta 
de enzimas de RNA — as ribozimas - forneceu uma potencial solução para 
o dilema apresentado no início deste capítulo. Assim, se o RNA pode servir 
como carregador de informações e simultaneamente como autorreplicase, en- 
tão a vida poderia, em princípio, ter iniciado sem a necessidade de proteínas. 
Nesta visão, a mutação e a seleção natural teriam eventualmente permitido o 
desenvolvimento de sistemas que tinham a capacidade de catalisar a forma- 
ção de ligações peptídicas, sendo dirigidos por informações de sequências de 
ácidos nucleicos. A ideia de que a vida contemporânea baseada em proteínas 
teria surgido a partir de formas de vida anteriores baseadas em RNA ou mo- 
léculas relacionadas é conhecida como hipótese do Mundo de RNA. De 
acordo com essa hipótese, o Mundo de Proteínas teria evoluído a partir de um 
Mundo de RNA primordial (Fig. 17-3). 

Se isso for verdade, quais evidências temos de que a vida inicial era ba- 
seada em RNA? A maior parte da evidência vem da existência de possíveis 
relíquias de um Mundo de RNA. Estas incluem introns capazes de autopro- 
cessamento, ribozimas e riboswitches, ou interruptores de RNA (ver Cap. 20), 
além de cofatores enzimáticos contendo nucleotídeos, como coenzima A, e 
os dinucleotídeos adenina flavina e adenina nicotinamida. Além disso, o fato 
de os desoxirribonucleotídeos serem biossinteticamente derivados dos ribo- 
nucleotídeos corrobora a noção de que o RNA precedeu o DNA. Embora a 
maior parte destas evidências seja circunstancial, tem-se um exemplo impres- 
sionante de um aparente remanescente da vida inicial: a catálise da formação 
da ligação peptídica por um componente de RNA do ribossomo. 

Como observado no Capítulo 5 e discutido de maneira detalhada no 
Capítulo 15, no centro do ribossomo está uma ribozima, a subunidade 
grande de RNA (235 em bactérias) da subunidade maior, que é responsável 
por catalisar a formação da ligação peptídica ao transferir a cadeia polipep- 
tídica crescente ao aminoácido do tRNA carregado que chega ao ribossomo. 
A evidência estrutural apresentada no Capítulo 15 mostra que esta reação 
é inteiramente catalisada por RNA, sem a participação aparente de compo- 
nentes proteicos do ribossomo cujas cadeias laterais não se estendem até o 
centro catalítico. Ao contrário de outras ribozimas de ocorrência natural, que 
atuam em centros de fósforos, a ribozima do ribossomo atua em um centro 
de carbono para criar a ligação peptídica (Fig. 17-8). Assim, a reação química 
mais fundamental no Mundo de Proteína é catalisada por uma molécula de 
RNA. É tentador acreditar, portanto, que a ribozima ribossomal é um fóssil 
molecular de uma forma de vida inicial, quando várias ou todas as transações 
macromoleculares eram executadas por RNAS. 

Com o perdão da licença poética, podemos dizer que, com o RNA, muitas 
regras podem ser desconsideradas. Se o DNA é conservador e uniforme, o RNA 
é liberal e audacioso. O RNA é o dissidente. Ele cedeu a primazia como depó- 
sito da informação genética para o DNA, mas ganhou versatilidade. Ele é um 
excelente arquiteto, formando estruturas tridimensionais complexas, e pode 
realizar catálise, um truque que aprendeu bem antes que as proteínas apren- 
dessem a ser enzimas. Em resumo, a vida provavelmente evoluiu a partir de 
um Mundo de RNA. 


AS RIBOZIMAS AUTORREPLICATIVAS PODEM 
SER CRIADAS POR EVOLUÇÃO DIRIGIDA? 


Embora não seja possível voltar no tempo para identificar as hipotéticas 
ribozimas RNA-polimerases da vida primordial, talvez se possa criar uma 
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FIGURA 17-8 A peptidiltransferase atua em um centro de carbono para criar a 
ligação peptídica. A formação da ligação peptídica ocorre pelo ataque nucleoffico do grupo 
amino de um aminoácido sendo incorporado (transportado por um tRNA carregado) ao centro 
de carbono do grupo carboxila na extremidade da cadeia polipeptídica crescente. O ataque 
nudeofilico resulta na transferência da cadeia polipeptídica crescente a um aminoácido sendo 
incorporado. A reação é catalisada pelo maior componente de RNA da subunidade grande do 
ribossomo (ver Cap. 15), 


ribozima autorreplicativa no laboratório, por evolução dirigida. Caso isso 
seja possível, a criação de uma ribozima RNA-polimerase iria mostrar que 
a vida poderia, a princípio, ter iniciado com uma replicase não proteica. 
Geralmente se pensa no RNA como uma molécula de fita simples, mas uma 
ribozima autorreplicativa iria gerar RNA de dupla-fita pela polimerização 
dos ribonucleotídeos em um molde de RNA complementar. Ainda não foi 
possível criar uma ribozima RNA-polimerase capaz de fazer autorreplicação 
completa. Ainda assim, as ribozimas RNA-polimerases capazes de polime- 
rizar precisamente ribonucleotídeos em moldes de RNA foram criadas em 
laboratório. 

Como foi discutido no Capítulo 5, pode-se gerar novas espécies de RNA 
que possuem propriedades específicas pela síntese de moléculas de RNA 
com sequências aleatórias, seguida por ciclos de seleção e diversificação de 
sequências até que a propriedade desejada seja obtida (ver discussão sobre 
Evolução dirigida e Fig. 5-8). Esta estratégia, conhecida como Evolução Sis- 
temática de Ligantes por Enriquecimento Exponencial (SELEX, Systematic 
Evolution of Ligands by Exponential Enrichment), aproveita-se da enorme di- 
versidade de sequência gerada por sequências de RNA aleatórias. No caso 
das ribozimas RNA-polimerases, a evolução dirigida foi realizada em dois 
estágios (Fig. 17-9). No primeiro estágio, foram selecionadas as ribozimas 
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FIGURA 17-9 Comparação entre ligação de RNA e adição de nucleotídeo de RNA. 
Na ligação, a 3/-OH de um RNA é ligada à extremidade 5º de outro RNA via formação de liga- 
ção fosfodiéster e liberação de pirofosfato. A adição de nucleotídeo envolve a mesma reação 
química, mas a 3-OH é unida a um nucleotídeo em vez de a um RNA. 
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capazes de ligar a 3'-hidroxila de uma molécula de RNA ao 5'-trifosfato de 
outro RNA, em um molde de RNA complementar a ambos os RNAs. Esta 
estratégia de ligação foi usada no primeiro estágio porque a química da 
formação da ligação fosfodiéster é a mesma da adição de um nucleosídeo 
trifosfato à 3'-hidroxila de uma molécula de RNA. Ainda, as moléculas a 
serem ligadas poderiam ser facilmente alinhadas umas às outras pelo anela- 
mento a um molde de RNA complementar. No segundo estágio, uma ribo- 
zima ligase foi submetida a ciclos de diversificação de sequência, mas desta 
vez a seleção foi para moléculas de RNA capazes de ligar nucleotídeos às 
suas extremidades 3". A seleção aproveitou-se do fato de que o alongamento 
na extremidade 3' causaria o crescimento da ribozima. Foram selecionadas 
moléculas nas quais a adição de nucleotídeos ocorria de maneira depen- 
dente de um molde de RNA. Ciclos sucessivos de seleção geraram polime- 
rases com eficiências progressivamente maiores, e o uso de uma variedade 
de moldes assegurou que a sequência dos nucleotídeos incorporados fosse 
determinada pela sequência do molde, em vez de por uma propriedade in- 
trínseca da ribozima. 

Esta estratégia culminou na criação de uma ribozima RNA-polimerase 
com cerca de 200 nucleotídeos, capaz de estender sua extremidade 3' de ma- 
neira precisa e dependente de molde por pelo menos 20 nucleotídeos, repre- 
sentando quase duas voltas de uma hélice. Recentemente, outras estratégias 
de seleção geraram uma ribozima RNA-polimerase capaz de gerar RNAs com 
até 95 nucleotídeos (embora com baixa eficiência). Neste exemplo recente, 
a ribozima RNA-polimerase é capaz de estender um iniciador ligado a um 
molde separado de RNA. Um fato incrível, ela é capaz de copiar inteiramente 
um molde para a ribozima cabeça de martelo, que foi discutida no Capítulo 5, 
resultando em um produto de RNA que é enzimaticamente ativo por si. 
Aribozima cabeça-de-martelo, gerada pela ribozima, conseguiu clivar precisa- 
mente um substrato separado de RNA. 

Qual é a aparência destas ribozimas RNA-polimerases, e como elas fun- 
cionam? Ainda não se sabe, mas uma pista vem da estrutura de uma ribo- 
zima ligase com 120 nucleotídeos, semelhante à utilizada como ponto de 
partida para a evolução dirigida das ribozimas RNA-polimerases. A estrutura 
terciária da ribozima consiste em três domínios helicoidais que lembram 
um tripé, com o centro catalítico identificado em amarelo (Fig. 17-10). 
Os nucleotídeos importantes para a catálise foram identificados em expe- 
rimentos envolvendo modificações químicas e a substituição de nucleoti- 


FIGURA 17-10 Estrutura de uma 
ribozima RNA-ligase evoluída. A es- 
trutura cristalográfica semelhante a um 
tripé mostra os três domínios em azul, 
cor-de-rosa e roxo, com o centro cata- 
Íítico (amarelo) e o sítio de ligação (ver- 
melho). (Adaptada, com permissão, de 
Shechner D.M. et al. 2009. Science 326: 
1271-1275, Fig. 1C. © AAAS; gentilmen- 
te fornecida por D.M, Shechner) 
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FIGURA 17-11 A ribozima replica- 
se primordial teria copiado seu com- 
plemento. Como o produto da replicase 
(replicase original mostrada em verde) seria 
um complemento de si, a fita recém-sinte- 
tizada (mostrada em cor-de-rosa) não seria 
uma replicase. Em vez disso, seria comple- 
mentar à replicase. Este complemento po- 
deria, por sua vez, servir como molde para 
a síntese de replicases adicionais. Assim, a 
ribozima replicase primordial provavelmen- 
te teria gerado um produto de dupla-fita 
que, em um passo subsequente, teria se 
dissociado nas fitas replicase e complemen- 
tar. A cópia da fita da replicase geraria fitas- 
-moldes adicionais, e a cópia da fita com- 
plementar geraria replicases adiconais, Na 
figura, as fitas de replicase são mostradas 
em verde e as fitas complementares, em 
cor-de-rosa. (Adaptada, com permissão, 
de Ricardo A. e Szostak ).W. 2009. Sci. Am. 
301: 54-61, © AAAS.) 
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deos específicos. Esta evidência atribui um papel crucial para uma citosina 
em especial do sítio ativo, levando ao modelo no qual a amina exocíclica 
da base estabiliza a carga negativa em desenvolvimento no pirofosfato que 
deixa o grupo durante a formação da ligação fosfodiéster. (Ver Cap. 9 para 
uma discussão sobre o mecanismo de formação da ligação fosfodiéster por 
polimerases proteicas.) 

Apesar destes experimentos bem-sucedidos, ainda estamos longe de uma 
ribozima que seja capaz de copiar-se inteiramente. É necessária uma ribozima 
que produza uma cópia completa e separada de si. Isso leva a outro problema 
conceitual. Parece difícil imaginar que uma única molécula de RNA possa ser- 
vir simultaneamente como molde para sua própria duplicação e como a po- 
limerase que está fazendo a cópia. Em vez disso, é provável que a ribozima 
replicase primordial tenha tido que fazer uma cópia de uma molécula-irmã. 
Isso teria gerado temporariamente um dúplex RNA-RNA com duas fitas com- 
plementares, uma sendo a replicase e a outra, o complemento da replicase 
(Fig. 17-11). Ciclos adicionais de cópia do complemento teriam gerado mais 
replicases, enquanto ciclos adicionais de cópias da fita da replicase teriam ge- 
rado mais cópias do complemento que, por sua vez, serviriam como moldes 
para gerar replicases adicionais. 

Embora ainda não se tenha uma ribozima RNA-polimerase completa- 
mente autorreplicativa, foi obtida a replicação autossustentada de uma ri- 
bozima que liga moléculas de RNA. Este sistema autorreplicativo consiste 
em ribozimas ligases complementares que ligam pares de substratos de RNA 
complementares uns aos outros (Fig. 17-12). Neste sistema, uma ribozima 
ligase chamada de E (em verde-claro na figura) catalisa a ligação, mediada 
pelo molde, de duas moléculas de RNA (A e B) que são complementares à 
ribozima. Isso gera um RNA complementar chamado de E' (em verde-escuro 
no centro da figura) que é, ele próprio, uma ribozima ligase para dois RNAs 
que são complementares a ele (A' e B', na base da figura). Este ciclo de li- 
gação cria uma nova molécula de E (em verde-claro, no centro da figura). 
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Assim, a replicação consiste em dois ciclos interconectados: um catalisado 
por E e mostrado na metade superior da figura, que gera E' a partir de A e B, 
e um catalisado por E' e mostrado na metade inferior da figura, que gera E a 
partir de A' e B'. Notavelmente, E e E' catalisam múltiplos ciclos de ligação 
a partir de um conjunto comum de quatro substratos de RNA (dois comple- 
mentares a E — À e B - e dois complementares a E' — A“ e B'), culminando 
na amplificação de E e E! e na depleção dos substratos. Curiosamente, di- 
ferentes ribozimas ligases mostraram ser capazes de competir umas com as 
outras por um conjunto limitado de substratos, representando um exemplo 
primitivo de seleção genética. Assim, uma ribozima pode, de fato, ser au- 
torreplicativa, mas, até o momento, apenas com RNAs como substrato, não 
com ribonucleotídeos. 


A EVOLUÇÃO DARWINIANA NECESSITA DE 
PROTOCÉLULAS AUTORREPLICATIVAS? 


Ainda resta outro enigma: mesmo se imaginarmos um Mundo de RNA no 
qual as mesmas moléculas de RNA servissem como material genético e como 
ribozimas replicases, um sistema assim teria indiscutivelmente uma capaci- 
dade limitada de sofrer evolução darwiniana. Considere uma sopa primor- 
dial repleta de ribozimas replicases, e imagine que uma mutação surge em 
uma das replicases, permitindo-a replicar de maneira mais eficiente do que 
suas semelhantes. Se, conforme argumentado anteriormente, cada replicase 
tivesse de copiar outra replicase, então a replicase aprimorada ficaria limitada 
tão somente a fazer cópias de moléculas semelhantes não aprimoradas, na 
sopa primordial, e sua própria propagação dependeria da ação dessas molé- 
culas. (A probabilidade de que duas replicases aprimoradas estivessem pró- 
ximas para copiar uma à outra teria sido, presumivelmente, muito pequena 
[Fig. 17-13]. Assim, neste cenário, uma replicase mutante aprimorada não 
teria oportunidade para amplificar-se mais rapidamente do que suas seme- 
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FIGURA 17-12 Ribozima replicati- 
va autossustentável. A ribozima ligase 
(E) une duas moléculas de RNA (A e B), 
cada uma delas complementar a uma 
parte de E, produzindo, assim, a ribozi- 
ma complementar E”. Ver texto para mais 
detalhes, (Adaptada, com permissão, de 
Lincoln TA, e Joyce G.F. 2009. Science 
323: 1229-1232, Fig. 1A, p. 7, © AMAS) 
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FIGURA 17-13 Ribozimas repli- 
cases mutantes aprimoradas não 
teriam vantagem seletiva na sopa 
primordial. Considere-se uma sopa pri- 
mordial sem compartimentos, contendo 
uma população de ribozimas replicases 
(em verde) e uma replicase mutante rara 
(em cor de laranja) com eficiência de repli- 
cação aprimorada. Após uma rodada de 
replicação na qual as ribozimas replicases 
copiam-se aleatoriamente, não há enri- 
quecimento em ribozima replicase apri- 
morada em relação às não aprimoradas 
pelo seguinte motivo: as replicases não 
aprimoradas têm a mesma probabilidade 
tanto de replicar-se quanto de replicar a 
replicase aprimorada. E após a dupli- 
cação de uma replicase aprimorada, as 
replicases-filhas têm maior probabilidade 
de encontrar e copiar replicases não apri- 
moradas do que uma semelhante, devido 
à difusão, 


FIGURA 17-14 A compartimen- 
talização permite a ocorrência de 
seleção darwiniana. (Parte inferior) 
A consequência de armazenar replicases 
em protocéluias com pequenos números 
de replicases. Devido ao acaso, é prová- 
vel a surgimento de uma protocéluia que 
herdou duas ou mais cópias de uma re- 
plicase aprimorada (em vermelho). Agora, 
à probabilidade de as replicases aprimo- 
fadas copiarem umas às outras é alta. 
Além disso, a rápida replicação irá dirigir 
o crescimento e a divisão da protocélula, 
permitindo a ocorrência de seleção das 
protocélulas que abrigam replicases apri- 
moradas. Também devido ao acaso, algu- 
mas protocélulas podem herdar apenas 
uma ou nenhuma replicase, Neste caso, 
nenhuma propagação posterior será pos- 
sível, como indicado pelos Xs. (Cortesia de 
Jack W. Szostak.) 
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lhantes não aprimoradas. Estas considerações levaram à ideia de que a vida 
inicial não apenas necessitava de ribozimas replicases, mas também, como 
será explicado agora, de protocélulas para abrigar as replicases. 

Imagine que as replicases fossem encapsuladas em protocélulas com 
membranas que podiam crescer e dividir-se pela absorção de lipídeos. Em vez 
de uma sopa primordial com uma grande quantidade de replicases idênticas, 
um pequeno número de replicases poderia ser agrupado (armazenado) nas 
protocélulas, isoladas de outras replicases (Fig. 17-14). Agora imagine que, em 
uma dessas protocélulas, surge uma replicase mutante rara, que é superior às 
suas semelhantes. Como há um pequeno número de replicases na protocélu- 
la, a replicase aprimorada teria chance considerável de ser copiada por uma 
molécula semelhante não aprimorada, resultando em mais de uma cópia da 
replicase mutante aprimorada no mesmo compartimento. (Para simplificar, 
ignora-se a complicação introduzida anteriormente de que a replicação possui 
uma etapa intermediária que envolve uma cópia complementar da ribozima.) 
Agora, quando a protocélula dividir-se, uma das células-filhas poderá “her- 
dar” aleatoriamente duas cópias da replicase mutante, Desta maneira, nesta 
célula-filha, replicases mutantes aprimoradas poderão fazer cópias umas das 
outras e, assim, nesta protocélula, a replicação ocorrerá mais rapidamente do 
que nas demais. 


| | 
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Ribozimas replicases superiores poderiam conferir vantagem de cresci- 
mento para a protocélula por meio do seguinte mecanismo osmótico. As ri- 
bozimas replicases seriam replicadas pela polimerização de nucleotídeos que 
entrariam na protocélula por difusão através da membrana. Esta incorporação 
de nucleotídeos em uma molécula de RNA não passível de difusão, dirigi- 
da pela ribozima, aumentaria a osmolaridade da protocélula à medida que 
a água se difundisse para dentro para equalizar suas concentrações interna 
e externa. A entrada de água criaria uma tensão na membrana, fazendo a 
protocélula inchar pela absorção de lipídeos da sopa primordial circundante. 
O crescimento da protocélula iria, por sua vez, torná-la instável, eventual- 
mente provocando a sua divisão. Portanto, a protocélula contendo replicases 
mutantes aprimoradas teria vantagens seletivas de crescimento e divisão so- 
bre outras protocélulas, resultando na amplificação desproporcional da nova 
e aprimorada replicase. Em outras palavras, o uso de compartimentos deli- 
mitados por membranas para distribuir ribozimas replicases permite que a 
inovação genética seja recompensada pela seleção darwiniana. 

Notavelmente, compartimentos semelhantes a células com as proprie- 
dades requeridas para a vida inicial são relativamente fáceis de gerar no la- 
boratório. Lipídeos simples, como os ácidos graxos (e outros anfifílicos), que 
são componentes dos fostolipídeos encontrados na membrana das células 
contemporâneas, possuem a capacidade de formar, de maneira espontânea, 
pequenos sacos topologicamente fechados, chamados de vesículas, em am- 
bientes aquosos (Fig. 17-15). Resumidamente, este é um exemplo do efeito 
hidrofóbico no qual a formação de vesículas é dirigida pela energia livre fa- 
vorável do empilhamento das caudas gordurosas dos lipídeos umas contra 
as outras em camadas. As camadas, por sua vez, fecham-se espontaneamente 
em sacos para minimizar a interação com as moléculas de água em suas bor- 
das. Além disso, estas vesículas podem crescer pela adição de novas molécu- 
las de ácidos graxos. Com o crescimento, as vesículas tornam-se instáveis e 
fragmentam-se espontaneamente em vesículas-filhas sob agitação moderada 
(Fig. 17-16). Assim, ao contrário dos polinucleotídeos, que podem ter depen- 
dido de minerais da argila para catalisar seu surgimento inicial, compartimen- 
tos semelhantes a células para abrigar polirribonucleotídeos poderiam ter-se 
formado espontaneamente a partir da autoaglomeração de ácidos graxos. Fi- 
nalmente, e pertinente ao crescimento e à divisão das protocélulas dirigidos 
por osmose como postulado anteriormente, vesículas compostas por lipídeos 
simples como ácidos graxos não são impermeáveis a nucleotídeos. Em vez 
disso, elas permitem que os nucleotídeos se difundam através de suas mem- 
branas. Essa difusão ocorre provavelmente porque os ácidos graxos (em com- 
patação aos fosfolipídeos) estão relativamente desordenados na bicamada da 
membrana, o que a torna permeável a pequenas moléculas, como os nucleo- 
tídeos (Fig. 17-15). Assim, protocélulas contendo replicases e compostas por 
ácidos graxos poderiam, em princípio, obter nucleotídeos substratos do meio 
externo por meio de difusão simples. 

Finalmente, têm-se os ingredientes necessários para a célula primordial 
que está de acordo com a definição da vida inicial: depender de pequenas 
moléculas para reprodução (nucleotídeos e ácidos graxos) e ser capaz de sofrer 
evolução darwiniana (Fig. 17-17). De acordo com a hipótese do Mundo de 
RNA, a célula primordial possuía um genoma de RNA que também era uma 
ribozima replicase e propagava-se em protocélulas semelhantes a vesículas. 
Forças osmóticas geradas a partir da absorção de nucleotídeos em polinucleo- 
tídeos teriam dirigido as protocélulas para crescer e, então, espontaneamente 
dividir-se em protocélulas-filhas. Além disso, como pequenos grupos de ri- 
bozimas replicases estavam distribuídas em compartimentos, mutantes raras 
com capacidade aprimorada para replicar-se teriam tido uma vantagem sele- 
tiva, permitindo a ocorrência de evolução darwiniana. 

Com o tempo, as ribozimas teriam desenvolvido o truque posterior de 
catalisar reações metabólicas (de fato, isso pode ter precedido o surgimento 
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ácido graxo 


FIGURA 17-15 Os ácidos graxos 
formam espontaneamente vesícu- 
las com bicamadas. Ácidos graxos são 
lipídeos simples, com uma cadeia lateral 
polar e um grupo carboxilado, que se 
unem espontaneamente para formar ve- 
sículas. Como os grupos carboxiados são 
facilmente neutralizados, os ácidos graxos 
ficam desordenados na bicamada, permi- 
tindo às membranas ser permeáveis a pe- 
quenas moléculas como os nucleotídeos, 
(Redesenhada de Budin |. e Szostak J.W. 
2010. Annu. Rev. Biophys. 39: 245-263, 
Fig. 4. © Annual Reviews, Inc) 
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FIGURA 17-17 Célula primordial 
hipotética que combina ribozimas 
autorreplicativas e vesículas autorre- 
plicativas. (Cortesia de Jack W, Szostak) 


FIGURA 17-16 Crescimento e divisão de vesículas lipídicas. (Cortesia de Jack W. 
Szostak.) 


da ribozima replicase) e, em última análise, a formação de ligações peptídicas 
(imortalizada na ribozima peptidiltransferase contemporânea), dando início 
ao Mundo de Proteína. Logicamente, a jornada desde a ribozima replicase até 
o ribossomo é misteriosa e deve ter envolvido várias etapas. Estas incluem 
a evolução de progenitores dos RNAs transportadores (tRNAs), a capacidade 
para sintetizar peptídeos, primeiro, de maneira não codificada e, depois, de 
maneira codificada com a invenção de RNAs mensageiros (mRNAs), o ribos- 
somo de duas subunidades com seus componentes de RNA e proteina e, por 
fim, a capacidade para sintetizar peptídeos longos que pudessem adotar estru- 
turas terciárias complexas. 


A VIDA SURGIU NA TERRA? 


A discussão anterior foi necessariamente bastante especulativa. Não se sabe 
onde e como a vida surgiu, e estamos bem longe de criar vida em um tubo 
de ensaio. Mesmo assim, os conceitos de que o RNA era o material genético e 
a replicase e de que a compartimentalização teria permitido a ocorrência de 
evolução darwiniana representam avanços importantes no entendimento de 
como a vida teria surgido. Ainda assim, alguns pesquisadores consideraram 
substâncias químicas alternativas ao RNA e visões alternativas a respeito da 
origem da vida, com base em evolução metabólica e não em evolução ge- 
nética. De fato, alguns pesquisadores consideram as dificuldades envolvidas 
na geração de vida na Terra tão formidáveis a ponto de duvidar da premissa 
de que a vida surgiu neste planeta. Dentre os céticos famosos, estava Francis 
Crick (embora, sejamos justos, anterior à invenção das ribozimas RNA-po- 
limerases). Crick e outros pesquisadores acreditavam que a vida havia sido 
semeada na Terra a partir de outro planeta, talvez tendo sido carregada para 
cá em um meteoro. Logicamente, mesmo que a (improvável) teoria de que 
a vida foi semeada na Terra seja verdadeira, ela levanta a questão de como a 
vida teria surgido, onde quer que isso tenha ocorrido, trazendo de volta as 
mesmas questões com as quais este capítulo iniciou. 


RESUMO 
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A vida surgiu entre 4,4 Ga, quando a água líquida surgiu na 
Terra, e 3,5 Ga, quando a vida já estava presente de acordo com 
evidências isotópicas e fósseis. A vida, em sua forma mais sim- 
ples, é um sistema capaz de autorreplicação e que está sujeito à 
evolução darwiniana, A descoberta de que alguns RNAs (ribozi- 
mas) catalisam reações enzimáticas levou à hipótese do Mundo 
de RNA, que diz que a vida baseada em proteínas surgiu a partir 
de uma forma de vida primordial na qual o RNA servia tanto 
como portador de informações quanto como uma ribozima 
RNA-polimerase capaz de autorreplicação. Com o tempo, mo- 
léculas de RNA autorreplicativas teriam desenvolvido a capaci- 
dade de produzir proteinas, originando o Mundo de Proteínas 
contemporâneo. A ribozima peptidiltransferase contemporã- 
nea, que catalisa a formação da ligação peptídica no ribossomo, 
pode ser um fóssil molecular do Mundo de RNA. 

Como prova de conceito para a hipótese do Mundo de 
RNA, os pesquisadores tentaram criar ribozimas capazes de fa- 
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QUESTÕES 


Para respostas de questões de número par, ver Apêndice 2: Respostas. 


Questão 1. Cite duas características fundamentais que defi- 
nem vida no contexto da origem da vida. 


Questão 2. Explique por que as bactérias como Mycoplasma 
senitalium são consideradas seres vivos, ao contrário dos vírus 
e do simbionte Hodgkinia cicadicola, 


Questão 3. Considere o experimento de Miller e Urey. Qual 
impacto seus resultados tiveram sobre o estudo da origem da 
vida? Qual é uma desvantagem dos resultados? 


Questão 4. Cite um exemplo específico de um RNA catalítico 
crucial para as células atuais. Como este exemplo ajuda a cor- 
roborar a hipótese do Mundo de RNA para a origem da vida? 


Questão 5. A hipótese mais provável é a de que a vida teria 
evoluído a partir de um Mundo de RNA. Forneça razões pelas 
quais uma hipótese centrada em proteínas não é favorecida. 
Forneça razões pelas quais uma hipótese centrada em DNA 
não é favorecida. 


Ricardo A. and Szostak J.W. 2009. Origin of life on earth. Sel. Am. 301: 
S461. 

Shechner D.M., Grant R.A,, Bagby S.C., Koldobskaya Y, Piccirilli J.A., 
and Bartel D.P. 2009. Crystal structure of the catalytic core of an 
RNApolymerase ribozyme. Science 326: 1271-1275. 

Wochner A, Attwater J., Coulson A, and Holliger P. 2011. Ribozyme- 
catalyzed transcription of an active ribozyme. Science 332: 
209-212. 

Zaher HS. and Unrau PJ. 2007, Selection of an improved RNA 
polymerase ribozyme with superior extension and fidelity. RNA 
13: 1017- 1026. 

Zhu TE, Schrum J.P, and Szostak J.W, 2010. The origins of cellular 
life. Cold Spring Harb, Perspect. Biol. 2: a002212, 


Questão 6. Para cada uma das alternativas a seguir, cite a 
enzima ou ribozima que realiza a função. 


i. Transcrição do RNA a partir de um molde de DNA. 


di. Síntese de uma fita de DNA complementar a partir de um 
molde de RNA. 


äi. Replicação do DNA a partir de um molde de DNA. 
iv. Replicação do RNA a partir de um molde de RNA. 


Questão 7. Liste os passos fundamentais necessários para 
selecionar uma ribozima com atividade de ligase utilizando o 
método SELEX. Suponha que você realizará múltiplos ciclos 
de seleção e que você quer diversificar o conjunto a cada ciclo. 
Você adiciona uma molécula de RNA que inclui uma etiqueta 
de sequência à mistura de suas potenciais ribozimas. Se uma 
ribozima ligar a etiqueta à sua própria extremidade 5', a ribozi- 
ma ligante pode ser purificada a partir da mistura. 


Questão 8. Explique como a compartimentalização em uma 
protocélula aumenta a propagação de uma RNA-replicase mu- 
tante mais eficiente em relação às outras RNA-replicases. 
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Questão 9. Descreva a membrana de um modelo de proto- 
célula de laboratório. Como esse modelo de protocélula cresce 
ese divide? 


Questão 10. Os pesquisadores acham que os polinucleoti- 
deos surgiram a partir de uma reação entre fosfato, ribose e 
uma nucleobase, ou a partir de uma reação entre intermediá- 
rios derivados de reações entre moléculas orgânicas presentes 
na Terra primitiva? Explique sua resposta. 


Questão 11. Explique como o pirofosfato é estabilizado no 
mecanismo de formação da ligação fosfodiéster versus modelo 
para a formação de ligação fosfodiéster com base em ribozima. 


Questão 12. Liste os componentes da reação e a função da 
ribozima necessários para a autorreplicação por uma ribozima. 


Questão 13. Descreva a diferença entre ligação de RNA e 
polimerização de RNA. 


Questão 14. Você está estudando as propriedades de uma 
ribozima RNA-polimerase usando um ensaio de extensão de 
iniciadores. Esta ribozima em particular possui atividade apri- 
morada em comparação a uma versão prévia. A diferença entre 
elas é que a ribozima aprimorada possui um domínio adicional 
na extremidade 5”. Em cada reação de extensão de iniciador, 
você inclui a sua ribozima, seu iniciador radioativamente mar- 
cado em 5º ligado a um molde de RNA, e tNTPs com um tam- 
pão adequado. Na reação 2, você alterou a sequência do molde 
de RNA. Na reação 3, você alterou a sequência do molde de 
RNA ea sequência do novo domínio da ribozima. Você separa 
seus produtos por eletroforese em gel de poliacrilamida e visua- 
liza as bandas em uma autorradiografia (apresentada a seguir). 


- Seguências relevantes 
(alterações em itálico) 


Molde: S'-CAAUGA-3' 


Reação 2: 
Ribozima: S-UCAUUG «3, 
Molde: 5-CAACUG-3" 

Reação 3: 

Ribozima: 5'-CAGUUG-3', 
Molde: 5'-CAACUG-3' 


A. Com base nos dados, descreva as diferenças relativas na 
atividade da ribozima replicase entre as três reações. 

B. Formule uma hipótese explicando por que os produtos na 
canaleta 3 possuem um padrão de migração semelhante 
aos produtos da canaleta 1. 
Dados adaptados de Wochner et al. (2011. Science 332: 

209-212). 


Questão 15. Pesquisadores estudaram a permeabilidade de 
vesículas de ácidos graxos como modelos de protocélulas, 

A. Explique por que as propriedades de permeabilidade de 
membrana são importantes quando consideramos a hipó- 
tese do Mundo de RNA. 

B. Em um dos experimentos, os pesquisadores encapsula- 
ram nucleotídeos em vesículas de ácidos graxos, Em vez 
de medir a permeabilidade pela detecção de nucleotídeos 
entrando na vesícula, eles mediram o percentual de nu- 
cleotídeos de dentro da vesícula que saiam dela. Eles en- 
contraram perdas não significativas de AMP, ADP e ATP 
das vesículas em um período de 24 horas. Na presença 
de Mg”, eles observaram que AMP e ADP vazavam len- 
tamente das vesículas, mas não o ATP. Proponha uma hi- 
pótese explicando por que o AMP e o ADP conseguem 
atravessar a membrana na presença de Mg”. O que a inca- 
pacidade do ATP em atravessar a membrana na presença 
de Mg” sugere a respeito da permeabilidade das protocé- 
lulas iniciais? 

Dados adaptados de Mansy et al. (2008. Nature 454: 

122-125). 
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DNA é expressa. Isso envolve a transcrição das sequências de DNA em 
sequências de RNA, que é, então, a forma utilizada como molde para 
a tradução em proteínas. 

No entanto, nem todos os genes são expressos em todas as células o tem- 
po todo. Na verdade, grande parte da vida depende da capacidade de as cé- 
lulas expressarem os seus genes em combinações diferentes, em momentos 
diferentes e em locais diferentes. Até mesmo uma bactéria menos complexa 
expressa apenas alguns de seus genes em um dado momento - assegurando 
sua capacidade de, por exemplo, produzir as enzimas necessárias para meta- 
bolizar os nutrientes disponíveis e, ao mesmo tempo, não sintetizar enzimas 
para outros nutrientes. O desenvolvimento dos organismos multicelulares 
oferece um ainda mais extraordinário exemplo da chamada “expressão gê- 
nica diferencial”. Todas as células humanas contêm basicamente os mesmos 
genes, mas o conjunto de genes expressos para a formação de um tipo celular 
é diferente do conjunto expresso para a formação de outro. Assim, uma célula 
muscular expressa um conjunto de genes diferente (pelo menos em parte) do 
conjunto expresso por um neurônio, uma célula epitelial e assim por diante. 
Em geral, essas diferenças ocorrem sobretudo no nível da transcrição - mais 
frequentemente, no início da transcrição. 

Nos capítulos a seguir, aborda-se, principalmente, como a transcrição é 
regulada. Inicia-se no Capítulo 18, vendo como isso acontece nas bactérias. 
Nesses organismos, os mecanismos básicos podem ser mais bem apreciados. 
Portanto, lida-se com casos simples que ilustram os diferentes mecanismos 
da regulação transcricional. Estes incluem o caso do óperon lac, um grupo de 
genes que codifica proteínas necessárias para o metabolismo do açúcar lactose 
— expressos somente quando esse açúcar está disponível no meio de cultura. 
Neste caso, aprende-se como os genes podem ser ativados (ligados) ou repri- 
midos (desligados) em resposta a diferentes sinais. Depois, são vistos outros 
exemplos: alguns em que a regulação é semelhante à do óperon lac, e outros 
que ilustram mecanismos um tanto diferentes de regulação transcricional. 
Por fim, descreve-se como a regulação transcricional de conjuntos alternati- 
vos de genes do fago à sustenta a capacidade de este vírus escolher entre vias 
alternativas de desenvolvimento durante a infecção de uma célula bacteriana. 

No Capítulo 19, são discutidos os mecanismos básicos da regulação trans- 
cricional em eucariotos, desde as leveduras até eucariotos complexos. Os me- 
canismos de ativação e de repressão da transcrição são comparados aos bacte- 
rianos, assinalando os aspectos conservados e suas características adicionais 
— mais especialmente os efeitos do posicionamento, da remodelação e da mo- 
dificação do nucleossomo, discutidos no Capítulo 8. Também são discutidos 
o significado e os mecanismos da chamada regulação epigenética. 

Até o momento, a regulação que foi discutida é dirigida por proteínas 
reguladoras - ativadores e repressores, e proteínas que eles recrutam para os 
genes. No Capítulo 20, são discutidos os RNAs reguladores. Aqui, descreve-se 
como as moléculas de RNA podem ativar, ou mais comumente, reprimir, a 
expressão de genes em bactérias e eucariotos. Isso inclui mecanismos conhe- 
cidos há bastante tempo, como a atenuação do óperon triptofano, e também 
mecanismos descobertos mais recentemente, como a interferência do RNA e 
o papel dos micro-RNAs em eucariotos complexos. 

No Capítulo 21, trata-se da regulação gênica no contexto da biologia do 
desenvolvimento e da evolução. Discute-se como os genes são regulados para 
conferir especificidade (diferenciação) e determinação do padrão (morfogêne- 
se) de um tipo celular, em um grupo de células geneticamente idênticas - por 
exemplo, as células de um embrião em desenvolvimento. Também é exami- 
nada a diversidade entre organismos intimamente relacionados e verifica-se 
como, em muitos deles, as diferenças morfológicas e comportamentais não 
são resultado de alterações nos genes, mas sim, de diferenças de “quando” e 
“onde” os genes são expressos em cada organismo durante o seu desenvolvi- 
mento. A descoberta mais impressionante gerada por sequências de genomas 
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completos é a de que a maioria dos animais (por exemplo) possui essencial- 
mente os mesmos genes - sejam eles camundongos, seres humanos ou até 
mesmo moscas. Esta observação realça novamente o papel geral da regulação 
gênica — principalmente a regulação transcricional - na definição do que cada 
genoma produz. 

A discussão sobre as redes de regulação gênica durante o desenvolvimen- 
to leva ao último capítulo desta parte do livro - o Capítulo 22, Biologia de 
Sistemas. Este é um campo ainda pouco definido e parece englobar uma gama 
de áreas diferentes, mas no contexto atual o foco são as redes de regulação 
gênica. Assim, são apresentadas a nomenclatura e as ideias básicas por trás de 
formas de pensar recém-definidas sobre como as redes gênicas são reguladas. 
Uma nova geração de biólogos moleculares — muitos deles com formação em 
computação ou em física — está descrevendo essas redes, usando suas próprias 
representações, em termos de lógica de fluxo de informação em vez de meca- 
nismos moleculares subjacentes à sua operação. 


FOTOGRAFIAS DOS ARQUIVOS DO COLD 
SPRING HARBOR LABORATORY 


Mark Ptashne e Joseph Goldstein, 1988 Sim- 
pósio sobre biologia molecular da transdução 
de sinal. Ptashne foi fundamental para tomar as 
ideias iniciais de Jacob e Monod sobre como a 
expressão gênica é regulada e descrever como 
isso funciona em nível molecular, primeiramente 
no fago à, e depois em leveduras (Caps. 18 e 19). 
Goldstein, juntamente com seu colaborador de 
longa data, Michael S. Brown, descreveu as vias 
de transdução de sinal (Cap. 19) que controlam 
a expressão de genes envolvidos no metabolis- 
mo do colesterol, trabalho pelo qual eles ganha- 
ram o Prêmio Nobel de Fisiologia ou Medicina 
em 1985. 


Scott Emmons, Gary Ruvkun e Barbara Meyer, 
2004 Simpósio sobre epigenética. Estudai 
do a genética do desenvolvimento em vermes, 
Victor Ambros e Ruvkun identificaram o primei- 
ro miRNA e seu gene-alvo (Cap. 20). A camiseta 
da NASA é uma pista para outro dentre os vários 
interesses de pesquisa de Ruvkun: a procura por 
vida em Marte. Emmons estuda o comporta- 
mento em vermes, em todos os níveis desde a 
expressão gênica até a neurobiologia, e Meyer, 
que contribuiu, enquanto aluna de graduação, 
para a elucidação do interruptor genético no 
fago à (Cap. 18), trabalha agora com determi- 
nação sexual e compensação de dose em vermes 
(Cap. 20). 
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John Gurdon e Ann Mclaren, 1985 Simpósio sobre biologia mole- 
cular do desenvolvimento. Gurdon realizou o primeiro experimento de 
clonagem animal, em 1962, quando transplantou o núcleo de uma célu- 
la de sapo adulto em um óvulo desprovido de núcleo, o qual gerou um 
girino completamente funcional (Cap. 21). Por este trabalho, ele dividiu 
com Shinya Yamanaka o Prêmio Nobel de Fisiologia ou Medicina em 2012. 
Mclaren era especialista em genética e biologia reprodutiva de mamiferos, 
e sua pesquisa estabeleceu bases essenciais para o desenvolvimento pos- 
terior da fertilização in vitro, entre outras coisas. Seus conhecimentos em 
biologia reprodutiva levaram a participações também na política, inclusive 
como membro do altamente influente Comitê Warnock, no Reino Unido. 


Christiane Nússlein-Volhard, 1996 Encon- 
tro sobre desenvolvimento e genética do 
zebrafish. Triagens de mutantes realizadas 
em moscas-da-fruta por Nússlein-Volhard e 
seu colega Eric F. Wieschaus identificaram vá- 
rios genes essenciais para o desenvolvimento 
embrionário inicial deste organismo, e prova- 
velmente para todos os animais (Cap, 21), Por 
este trabalho, os dois pesquisadores dividi- 
ram o Prêmio Nobel de Fisiologia ou Medicina 
em 1995 com Edward B. Lewis. 


Sra. LH. Herskowitz com os filhos, Ira e Joel, 1947 Simpósio sobre ácidos nucleicos 
e nucleoproteinas. Ira Herskowitz foi pioneiro no uso da levedura Saccharomyces 
cerevisiae como modelo experimental para biologia molecular (Apêndice 1) e fez gran- 
des contribuições para ideias sobre a regulação gênica neste organismo, como ele ha- 
via feito anteriormente para o bacteriófago À (Caps. 18 e 19). Seu pai, Iwin, mais tarde 
autor de um livro-texto sobre genética, assistiu ao simpósio em 1947. 


Richard Jorgensen e David Baulcombe, 2006 
Simpósio sobre RNAs reguladores, Jorgensen 
descobriu que a superexpressão do gene de pig- 
mento da petúnia podia gerar flores de cor branca 
em vez de roxa-escura (Cap. 20). Embora desconhe- 
cido na época, este efeito era causado por RNAI. 
Os pequenos RNAs de interferência - intermediários 
fundamentais neste processo - foram posterior- 
mente identificados por Baulcombe (Cap. 20). 
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Jacques Monod e Leo Szilard, 1961 CSH Laboratory. Monod, juntamente 
com Françoise Jacob, formulou o modelo de óperon para a regulação da ex- 
pressão gênica (Cap. 18). Os dois, juntamente com seu colega André Lwoff, 
dividiram o Prêmio Nobel de Fisiologia ou Medicina em 1965, por esta conquis- 
ta. Leo Szilard era físico nuclear durante a guerra, e voltou-se para a biologia 
molecular depois de fazer um curso sobre fagos em Cold Spring Harbor em 
1947, Ele dirigiu um laboratório em Chicago com Aaron Novick. (Cortesia de 
Esther Bubley) 


Shinya Yamanaka, 1994 Curso avançado do CSH Laboratory sobre hibridização in situ e imu- 
nocitoquímica. Yamanaka (terceiro da esquerda para a direita) frequentou este curso como aluno e 
aparece juntamente com os outros alunos e seus instrutores. Com John Gurdon, Yamanaka ganhou 
o Prêmio Nobel de Fisiologia ou Medicina em 2012, pela criação das células iPS. Ele mostrou que 
à expressão de apenas quatro fatores de transcrição específicos, que se ligam ao DNA, é suficiente 
para dirigir células diferenciadas para um estado desdiferenciado e pluripotente. Este experimento 
impressionante está descrito no Capítulo 21. 
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Jeffrey W. Roberts e Ann B. Burgess, 1970 Simpósio Craig Mello, 2004 Simpósio sobre epigenétic 
sobre a transcrição do material genético. A pesquisa Juntamente com Andrew Fire, Mello descobriu 
de Roberts estava centrada nos reguladores da expres- que a simples introdução de dsRNAs nas células 
são gênica em bactérias e fagos, particularmente anti- poderia silenciar genes homólogos aos RNAS. 
terminadores no fago à (Cap. 18). Burgess tornou-se A partir desta observação, que foi por eles chama- 
professora de biologia e está envolvida em esforços na- da de interferência do RNA, houve o surgimento 
cionais para melhorar a educação em ciência. Roberts de todo um novo campo, o RNAI (Cap. 20). Eles 
foi um dos autores da quarta edição deste livro, e dividiram o Prêmio Nobel de Fisiologia ou Medici- 
Burgess é prima de um dos autores desta edição (TB). na em 2006 por seu trabalho. 


Edward B. Lewis, Carl C. Lindegren, Alfred D. Hershey e Joshua Lederberg, 
1951 Simpósio sobre genes e mutações. Lewis investigou a análise genética 
do desenvolvimento, usando a mosca-da-fruta como modelo (Cap. 21). Ele di- 


vidiu, com Eric F. Wieschaus e Christiane Nússlein-Volhard, o Prêmio Nobel de 
Fisiologia ou Medicina em 1995 por seu trabalho. Lindegren foi pioneiro na 
genética de leveduras (Apêndice 1). Hershey foi, juntamente com Max Delbrück 
e Salvador E. Luria, o líder do grupo que usou o fago como modelo, no início da 
biologia molecular (Apêndice 1); os três pesquisadores dividiram o Prêmio No- 
bel de Fisiologia ou Medicina em 1969. Lederberg descobriu que o DNA podia 
ser transmitido entre bactérias por meio de um pro de cruzamento chama- 
do conjugação (Apêndice 1), trabalho pelo qual ele dividiu, com George Beadle 
e Edward Tatum, o Prêmio Nobel de Fisiologia ou Medicina em 1958. 


CAPÍTULO 1 8 


Regulação 
Transcricional 
em Procariotos 


RNA-polimerase. Também foram descritos os elementos de sequência 

que constituem um promotor — a região no início de um gene onde 
a enzima se liga e inicia a transcrição. Em bactérias, a forma mais comum 
de RNA-polimerase (a que contém g”) reconhece promotores formados a 
partir de vários elementos de sequência — os três principais deles são “10”, 
5” e “UP” — e viu-se que a força de um dado promotor é determinada pelos 
elementos que ele possui e pelo quão bem eles correspondem a sequências 
“consenso” ótimas. Na ausência de proteínas reguladoras, esses elementos 
determinam a eficiência com a qual a polimerase se liga ao promotor e, uma 
vez ligada, o quão prontamente ela inicia a transcrição. 

Agora, a atenção é voltada para os mecanismos que regulam a expres- 
são — isto é, os mecanismos que aumentam ou diminuem a expressão de 
um dado gene à medida que a necessidade de seu produto varia. Existem 
vários estágios nos quais a expressão de um gene pode ser regulada. O mais 
comum é o início da transcrição, e a maior parte deste capítulo tem como 
foco a regulação desta etapa em bactérias. Inicia-se com uma visão geral dos 
mecanismos e princípios gerais, e prossegue-se com alguns exemplos bem-es- 
tudados que demonstram como os mecanismos básicos são usados em várias 
combinações para controlar genes em contextos biológicos específicos. Tam- 
bém são considerados mecanismos de regulação transcricional que operam 
em etapas posteriores ao início, especificamente durante o alongamento e o 
término. Outros exemplos de regulação transcricional em procariotos — os 
mediados por RNA - são abordados no Capítulo 20, RNAs reguladores. Um 
exemplo de regulação de gene procariótico em nível de tradução foi discuti- 
do no Capítulo 15. 


N: CaríruLo 13, viU-SE COMO O DNA £ TRANSCRITO em RNA pela enzima 


PRINCÍPIOS DA REGULAÇÃO TRANSCRICIONAL 


A expressão gênica é controlada por proteínas reguladoras 


Os genes são frequentemente controlados por sinais extracelulares; no caso 
das bactérias, isso normalmente significa moléculas presentes no meio de cul- 
tivo. Esses sinais são comunicados aos genes por proteínas reguladoras, que 
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podem ser de dois tipos: reguladores positivos, ou ativadores, e reguladores 
negativos, ou repressores. Esses reguladores são, basicamente, proteínas de 
ligação ao DNA que reconhecem sítios específicos nos genes que elas contro- 
lam ou próximas dos genes. Um ativador aumenta a transcrição do gene que 
regula, e os repressores reduzem ou anulam a transcrição. 

Como esses reguladores atuam? Deve-se ter em mente os passos do início 
da transcrição descritos no Capítulo 13 (ver Fig. 13-3). Primeiro, a RNA-poli- 
merase liga-se ao promotor, formando um complexo fechado (no qual as fi- 
tas de DNA permanecem unidas). A seguir, o complexo polimerase-promotor 
sofre transição para complexo aberto, em que o DNA do sítio de início da 
transcrição é desenrolado e a polimerase é posicionada para iniciar a transcri- 
ção. O passo seguinte é o escape do promotor, no qual a polimerase deixa o 
promotor e começa a transcrever. A polimerase prossegue, então, para a fase 
de alongamento, antes de finalmente terminar. As etapas estimuladas por ati- 
vadores e inibidas por repressores dependem do promotor e dos reguladores 
em questão, 


A maioria dos ativadores e dos repressores 
atua em nível de início da transcrição 


Embora sejam vistos casos em que a expressão gênica é regulada em essencial- 
mente qualquer uma das etapas, desde o gene até seu produto, a etapa mais 
comum na qual a regulação ocorre é o início da transcrição - o foco deste 
capítulo. Existem dois motivos pelos quais isso acontece. Primeiro, o início 
da transcrição é a etapa mais eficiente energeticamente para regular. Com isso 
se quer dizer que a decisão de expressar ou não um gene na primeira etapa 
garante que nenhuma energia ou recursos serão desperdiçados, fazendo, por 
exemplo, parte ou todo um mRNA que não será usado (p. ex., para ser tra- 
duzido). Segundo, a regulação nesta primeira etapa é mais fácil de ser feita 
corretamente. Existe apenas uma única cópia de cada gene (em um genoma 
haploide) e, portanto, normalmente apenas um único promotor em uma úni- 
ca molécula de DNA precisa ser regulado para controlar a expressão de um 
determinado gene. Ao contrário, para regular um gene na fase de tradução, 
por exemplo, é preciso controlar cada uma das várias moléculas de mRNA. 

Por que, então, nem toda a regulação está centrada na etapa de início 
da transcrição? Regular etapas posteriores pode apresentar duas vantagens. 
Primeiro, isso permite mais entradas: se um gene for regulado em mais de 
uma etapa, mais sinais poderão modular sua expressão ou os mesmos sinais 
poderão fazê-lo de maneira mais eficiente. Segundo, a regulação em etapas 
posteriores pode reduzir o tempo de resposta. Assim, considere-se novamente 
o exemplo da regulação traducional (ver Fig. 15-44 para um exemplo). Se um 
sinal desligar a repressão desta etapa, o produto proteico codificado pelo gene 
será imediamente produzido ao receber esse sinal. Este tempo de resposta re- 
duzido pode ser obviamente vantajoso em algumas situações. Mas, como foi 
dito, é o início da transcrição que é mais frequentemente regulado, e agora 
será abordado, em termos gerais, como ativadores e repressores regulam o 
início da transcrição. 


Muitos promotores são regulados por ativadores 

que auxiliam na ligação da RNA-polimerase ao DNA 

e por repressores que bloqueiam essa ligação 

Na ausência de proteínas reguladoras, a RNA-polimerase liga-se fracamente a 


diversos promotores. Isso ocorre porque um ou mais dos elementos promoto- 
res discutidos anteriormente estão ausentes ou imperfeitos. Ocasionalmente, 
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porém, a polimerase consegue ligar-se e realizar uma transição espontânea 
para complexo aberto e iniciar a transcrição. Esta transcrição gera um baixo 
nível de expressão constitutiva, chamado nível basal. Neste caso, o fator 
limitante da taxa de transcrição é a ligação da RNA-polimerase (Fig. 18-1a). 

Para controlar a expressão de um promotor desse tipo, um repressor pre- 
cisa apenas ligar-se a um sítio que se sobreponha à região de ligação da poli- 
merase. Deste modo, o repressor bloqueia a ligação da polimerase ao promo- 
tor, impedindo a transcrição (Fig. 18-1b), embora seja importante registrar 
que a repressão também pode funcionar de outras maneiras. O sítio do DNA 
ao qual o repressor se liga é chamado operador. 

Para ativar a transcrição a partir desse promotor, um ativador pode sim- 
plesmente auxiliar na ligação da polimerase ao promotor. Em geral, isso é 
conseguido do seguinte modo: o ativador utiliza uma superfície para ligar-se 
a um sítio do DNA próximo ao promotor e, com outra superfície, ele interage 
simultaneamente com a RNA-polimerase, trazendo a enzima para o promotor 
(Fig. 18-10). Este mecanismo, geralmente chamado de recrutamento, é um 
exemplo de ligação cooperativa de proteínas ao DNA (processo que será 
descrito de maneira detalhada adiante, particularmente no Quadro 18-4). As 
interações entre o ativador e a polimerase, e entre o ativador e o DNA, pos- 
suem apenas papéis “adesivos”: a enzima está ativa e o ativador simplesmente 
a leva até o promotor mais próximo. Ali, de maneira espontânea, ela sofre 
isomerização para a forma de complexo aberto, e inicia a transcrição. 

Os genes lac de Escherichia coli são transcritos a partir de um promotor 
regulado por um ativador e de um repressor, que atuam do modo básico re- 
cém-exposto. Mais adiante, neste capítulo, esse caso será descrito de maneira 
detalhada. 
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FIGURA 18-1 Ativação pelo re- 
crutamento da RNA-polimerase. 
(8) Ocasionalmente, na ausência de ativa- 
dores ou repressores, a RNA-polimerase 
liga-se espontaneamente ao promotor 
e inicia uma transcrição em baixos níveis 
(nível basal). (b) A ligação do repressor 
à sequência do operador bloqueia a li- 
gação da RNA-polimerase, inibindo a 
transcrição. (c) O recrutamento da RNA- 
-polimerase pelo ativador produz altos 
níveis de transcrição. A RNA-polimerase 
está representada no complexo fechado 
(ver Fig. 13-3). Espontaneamente, ela 
sofre uma isomerização para complexo 
aberto e inicia a transcrição, Se tanto o 
ativador quanto o repressor estiverem 
presentes e funcionais, a ação do repres- 
sor supera a do ativador na maioria das 
vezes. (Esse caso não é apresentado na 


figura) 
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FIGURA 18-2 Ativação alostéri- 
ca da RNA-polimerase. (a) Ligação da 
RNA-polimerase ao promotor em um 
complexo fechado estável. (b) O ativador 
interage com a polimerase, promovendo 
a transição para complexo aberto e níveis 
elevados de transcrição. As representa- 
ções dos complexos fechado e aberto 
são apenas esquemáticas; para uma des- 
crição mais completa desses estados, ver 
Capítulo 13, Figura 13-3. 


Alguns ativadores e repressores atuam por 
alosteria e regulam etapas posteriores à ligação 
da RNA-polimerase no início transcricional 


Nem todos os promotores são controlados da mesma maneira. Assim, consi- 
dera-se outra classe de promotores à qual a RNA-polimerase liga-se de maneira 
eficiente, sem auxílio, e forma um complexo fechado estável. Entretanto, esse 
complexo não sofre transição espontânea para complexo aberto (Fig. 18-23). 
A presença de um ativador é necessária para estimular a transição de comple- 
xo fechado para aberto nesse promotor, porque a transição é a etapa limitante 
da velocidade. 

Os ativadores que estimulam esse tipo de promotor funcionam pela indu- 
ção de uma alteração conformacional na RNA-polimerase ou no DNA; ou seja, 
eles interagem com o complexo fechado estável e induzem uma alteração 
conformacional que provoca a transição para complexo aberto (Fig. 18-2b). 
Esse mecanismo é um exemplo de alosteria. 

No Capítulo 6, viu-se que a alosteria é um mecanismo geral de controle 
de atividade em proteinas. Neste capítulo, serão vistos dois exemplos de ati- 
vadores da transcrição que atuam por alosteria. Em um dos casos (do promo- 
tor de ginA), o ativador (NtrC) interage com a RNA-polimerase ligada ao pro- 
motor em complexo fechado, estimulando a transição para complexo aberto. 
No outro exemplo (do promotor de merT), o ativador (MerR) tem o mesmo 
efeito, mas o faz pela indução de uma alteração conformacional no DNA do 
promotor. Em outra classe de promotores, o início da transcrição é limitado 
na etapa de escape do promotor (ver Fig. 12-3). Um exemplo deste tipo de 
promotor dirige a expressão do gene maiT. Na ausência de um ativador, ele 
sofre início abortivo, e apenas na presença de um ativador ele escapará de 
maneira eficiente para o alongamento. 

Os repressores, igualmente, podem atuar de outros modos além do sim- 
ples bloqueio da ligação da RNA-polimerase. Alguns repressores, por exemplo, 
interagem com a polimerase no promotor e inibem a transição para o com- 
plexo aberto ou o escape do promotor. Serão vistos alguns exemplos (p. ex., 
repressor Gal) adiante, neste capítulo. 


Atuação à distância e curvatura do DNA 


Até agora, considerou-se que as proteinas de ligação ao DNA que interagem 
entre si ligam-se a sítios adjacentes (p. ex., RNA-polimerase e ativador, nas 
Figs. 18-1 e 18-2). Frequentemente, é isso que ocorre. Mas algumas proteínas 


transcrição ativada 
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interagem mesmo quando ligadas a sítios distantes no DNA. Para acomodar 
essa interação, o DNA sofre um dobramento entre os sítios, para aproximá-los 
(Fig. 18-3). 

Exemplos deste tipo de interação são encontrados em bactérias. Serão 
considerados repressores que interagem, formando alças de até 3 kb. No pró- 
ximo capítulo — sobre regulação transcricional em eucariotos -, haverá exem- 
plos mais numerosos e mais marcantes da “ação à distância”. 

Sítios de DNA afastados podem ser aproximados para auxiliar na for- 
mação de alças. Em bactérias, por exemplo, há casos de proteínas que se 
ligam entre um sítio de ligação do ativador e o promotor, curvando o DNA, 
para auxiliar na interação do ativador com a polimerase (Fig. 18-4). Existem 
também casos nos quais uma proteína dificulta a formação e a ativação da 
alça promovendo a curvatura do DNA em uma direção desfavorável. Estas 
proteínas de “arquitetura” facilitam (ou impedem) as interações entre as 
proteínas em outros processos (p. ex., na recombinação sítio-específica; ver 
Cap. 12). 


A ligação cooperativa e a alosteria têm 
muitas funções na regulação gênica 


Já foi salientado que a ativação gênica pode ser mediada por ligação coo- 
perativa simples: o ativador interage simultaneamente com o DNA e com a 
polimerase e, assim, recruta a enzima para o promotor. Também foi descrito 
como a ativação pode, em outros casos, ser mediada por eventos alostéricos: 
um ativador interage com a polimerase já ligada ao promotor e induz uma 
alteração conformacional na enzima ou no promotor, estimulando o início 
da transcrição. A ligação cooperativa e a alosteria apresentam ainda outros 
papéis na regulação gênica. 

Por exemplo, com frequência, grupos de reguladores ligam-se coopera- 
tivamente ao DNA. Isto é, dois ou mais ativadores ou repressores interagem 
entre si e com o DNA e, deste modo, ajudam-se mutuamente na ligação à 
um gene próximo, regulado por todos. Este tipo de interação, como será vis- 
to, pode produzir um controle bastante sensível, formando interruptores que 
permitirão que um gene completamente inativo alcance a atividade máxi- 
ma em resposta a uma pequena alteração nas condições. A ligação coope- 
rativa de ativadores também pode servir para integrar sinais: alguns genes 
são ativados apenas quando múltiplos sinais (e, portanto, múltiplos regula- 
dores) estão presentes de maneira simultânea. Um exemplo especialmente 
interessante e bem-compreendido de cooperação na regulação gênica é o do 
bacteriófago à. Ao discutir-se este exemplo, adiante neste capítulo e também 
no Quadro 18-3, serão abordados o mecanismo básico e as consequências da 
ligação cooperativa com mais detalhes. 

A alosteria, por sua vez, não é apenas um mecanismo de ativação gênica; 
frequentemente, é também o modo pelo qual os reguladores são controla- 
dos por seus sinais específicos. Assim, um regulador bacteriano típico pode 
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FIGURA 18-3 Interações entre 
proteinas ligadas ao DNA. (a) Ligação 
cooperativa de proteinas a sítios adjacen- 
tes. (b) Ligação cooperativa de proteinas a 
sítios afastados. 


FIGURA 18-4 Uma proteina que 
provoca uma curvatura no DNA pode 
facilitar a interação entre proteínas 
de ligação ao DNA. Uma proteina que 
curva o DNA liga-se a um sítio localizado 
entre o sítio de ligação do ativador e o 
promotor. Se a direção da curvatura for 
favorável, isso aproxima espacialmente 
esses dois sítios, auxiliando na interação 
entre o ativador ligado ao DNA e a po- 
limerase, Se a curvatura for desfavorável, 
ela terá o efeito oposto. 
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adotar duas conformações: em uma delas, ele consegue ligar-se ao DNA; na 
outra, não. A ligação de uma molécula-sinal retém a proteina reguladora em 
uma ou em outra conformação, determinando se ela exercerá ou não a sua 
função. Um exemplo disso foi visto no Capítulo 6 (Fig. 6-19), onde também 
foi abordado o mecanismo básico de alosteria com alguns detalhes. Neste e 
no próximo capítulos, serão vistos vários exemplos de controle alostérico de 
reguladores por seus sinais. 


Antitérmino e além: nem sempre o alvo da 
regulação gênica é o início da transcrição 


Como se afirmou no início deste capítulo, a maior parte da regulação gênica 
ocorre no início da transcrição. Isso é válido tanto para eucariotos quanto 
para bactérias. Mas, certamente, a regulação não está restrita a essa etapa em 
qualquer das classes de organismos. Neste capítulo, serão vistos exemplos em 
bactérias no nível do alongamento da regulação gênica e do término da trans- 
crição. Outros exemplos de regulação gênica em bactérias são encontrados no 
Capítulo 15, onde foi discutido um exemplo de regulação de genes de proteí- 
nas ribossomais, e no Capítulo 20, onde serão abordados casos envolvendo 
a regulação por RNAs (p. ex., atenuação, ribocomutadores — interruptores - e 
pequenos RNAs). Alguns destes casos de RNA envolvem a regulação da trans- 
crição e outros envolvem a regulação da tradução. 


REGULAÇÃO DO INÍCIO DA TRANSCRIÇÃO: 
EXEMPLOS EM PROCARIOTOS 


Após serem apresentados os princípios básicos da regulação transcricional, 
serão discutidos alguns exemplos que demonstram como eles atuam em ca- 
sos reais. Primeiro, serão abordados os genes envolvidos no metabolismo de 
lactose em E. coli. Neste exemplo, será visto como um ativador e um repres- 
sor regulam a expressão em resposta a dois sinais. Também serão descritas 
algumas das estratégias experimentais que revelaram como esses reguladores 
funcionam. 


Um ativador e um repressor, juntos, controlam os genes lac 


Os três genes lac — lacZ, lacY e lacA — estão arranjados de maneira adjacen- 
te no genoma de E. coli e são conjuntamente chamados de óperon lac 
(Fig. 18-5). O promotor lac, localizado na extremidade 5' de lacZ, comanda 
a transcrição dos três genes originando um mRNA único (uma mensagem 
chamada policistrônica, porque inclui mais de um gene); este mRNA é tra- 
duzido, originando os três produtos proteicos. O gene lacZ codifica a enzi- 


Sitio de CAP operador 


FIGURA 18-5 Óperon lac. Os três genes (cZ, lacY e lacA) são transcritos a partir do 
promotor como um único mRNA (como indicado pela seta), O sitio de CAP e o operador (sitio 
ligado ao repressor Lac) possuem, cada um, cerca de 20 pb. O operador localiza-se na região 
de ligação do promotor à RNA-polimerase e o sítio de CAP está imediatamente a montante do 
promotor (ver Fig. 18-8 para mais detalhes sobre a disposição relativa desses sítios de ligação, 
ever o texto para uma descrição das proteinas que se ligam a eles), A figura foi simplificada, 
existem outros dois operadores de lac, mais fracos, localizados próximos (ver Fig. 18-12), mas 
que não são considerados neste momento. 
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ma f-galactosidase, que cliva o açúcar lactose em galactose e glicose, usadas 
pelas células como fontes de energia. O gene lacY codifica a lactose-perme- 
ase, uma proteína que se insere na membrana celular e transporta a lactose 
para dentro da célula. O gene acA codifica a tiogalactosídeo-transacetilase, 
que inativa os tiogalactosídeos tóxicos que também são transportados para 
dentro da célula pelo lacY. 

Esses genes são expressos em níveis elevados apenas quando a lactose está 
disponível e a glicose — a fonte energética preferencial - não está presente. 
Existem duas proteínas reguladoras envolvidas: uma é um ativador chamado 
CAP e a outra é um repressor chamado repressor Lac. Este repressor é co- 
dificado pelo gene lacI, localizado próximo dos outros genes lac, mas trans- 
crito a partir de seu próprio promotor (expresso constitutivamente). O termo 
CAP significa proteína ativadora de catabólito (do inglês, catabolite activator 
protein), mas este ativador é também conhecido como CRP (do inglês, cAMP 
receptor protein [proteina receptora de cAMP), por motivos que serão poste- 
riormente explicados). O gene que codifica a CAP localiza-se em outra região 
do cromossomo bacteriano que não está relacionada aos genes lac. A CAP e 
o repressor Lac são proteinas de ligação ao DNA e cada um se liga a um sítio 
específico no promotor lac ou próximo a ele (o sítio da CAP e o operador, 
respectivamente; ver Fig. 18-5). 

Cada uma dessas proteínas reguladoras responde a um sinal ambiental, 
e o comunica aos genes lac. A CAP monitora o efeito da glicose, enquanto 
o repressor Lac promove o sinal da lactose. Este sistema regulador trabalha 
da seguinte forma (e como mostrado na Fig. 18-6). O repressor Lac só pode 
ligar-se ao DNA e reprimir a transcrição na ausência de lactose. Na presença 
desse açúcar, o repressor está inativo e os genes não estão reprimidos (há ex- 
pressão). A CAP pode ligar-se ao DNA e ativar os genes lac apenas na ausência 
de glicose. Portanto, o efeito combinado desses dois reguladores garante que 
os genes sejam expressos em níveis significativos somente quando a lactose 
estiver presente e a glicose estiver ausente. 
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FIGURA 18-6 Expressão dos ge- 
nes lac. A presença dos açúcares lactose 
e glicose controla o nível de expressão dos 
genes jac. Niveis de expressão elevados 
exigem a presença de lactose (e, portanto, 
a ausência do repressor Lac funcional) e 
a ausência da fonte energética preferen- 
cial, a glicose (e, portanto, a presença do 
ativador CAP). Quando ligado ao opera- 
dor, o repressor Lac exclui a polimerase, 
independentemente da presença de CAP 
ativa. A CAP e o repressor Lac são repre- 
sentados como unidades simples, mas, 
na verdade, a CAP liga-se ao DNA como 
um dimero, e o repressor Lac liga-se como 
teirâmero (ver Fig. 18-12). A CAP recruta 
a polimerase para o promotor lac, onde 
ela sofre isomerização espontânea para 
o complexo aberto (estado mostrado na 
linha inferior). 
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A CAP e o repressor Lac têm efeitos opostos na 
ligação da RNA-polimerase ao promotor lac 


Como foi visto, o sítio de ligação do repressor Lac é chamado de operador 
lac. Esta sequência de 21 pb apresenta simetria dupla e é reconhecida pelas 
FIGURA 18-7 Meios-sítios simétri- duas subunidades do repressor Lac, e cada uma delas se liga a um meio-sítio 
cos do operador lac. (ver Fig. 18-7). Mais adiante, neste capítulo, esta ligação será examinada de 
maneira mais detalhada, na seção A CAP e o repressor Lac ligam-se ao DNA 
usando um motivo estrutural comum. Como o repressor ligado ao operador 
impede a transcrição? 

A região do operador lac sobrepõe-se à do promotor, de modo que quan- 
do o repressor está fisicamente ligado ao operador, impede a ligação da RNA- 
-polimerase ao promotor e não há início da síntese de RNA (ver Fig. 18-8). Os 
sítios de ligação de proteínas ao DNA podem ser identificados e mapeados por 
meio de footprinting de DNA e ensaios de mobilidade em gel, como descrito 
no Capítulo 7. 

Como foi visto, a RNA-polimerase liga-se muito fracamente ao promo- 
tor lac na ausência de CAP, mesmo sem a presença de um repressor ativo. 
Isso ocorre porque a sequência da região -35 do promotor lac não é uma 
sequência ótima para essa ligação, e o promotor não apresenta o elemento 
UP (ver Fig. 13-5, Quadro 13-1 e Fig. 18-8). Isso é típico de promotores con- 
trolados por ativadores. 

A CAP liga-se ao DNA como um dimero, em um sítio que é semelhante 
ao do operador lac em comprimento, mas diferente em sequência. Esse sítio 
está localizado a cerca de 60 pb a montante do sítio de início da transcrição 
(ver Fig. 18-8). Quando a CAP se liga a esse sítio, o ativador auxilia a polime- 
rase a se ligar ao promotor através de uma interação com a enzima e conse- 
quente recrutamento da enzima para o promotor (ver Fig. 18-6). Esta ligação 
cooperativa estabiliza a ligação entre a polimerase e o promotor. A seguir, a 
ativação mediada pela CAP será examinada em mais detalhes. 


operador iac 


A CAP possui superfícies separadas para 
ativação e ligação ao DNA 


Vários experimentos confirmam que CAP ativa os genes lac simplesmente re- 
crutando a RNA-polimerase. Versões mutantes de CAP, capazes de se ligarem 
ao DNA, mas incapazes de ativar a transcrição, foram isoladas. A existência 
desses mutantes de controle positivo (pc, positive control) demonstra que 
a ativação da transcrição não resulta apenas da ligação do ativador ao DNA 
próximo ao promotor. Portanto, a ativação não resulta, por exemplo, apenas 
de uma alteração local na estrutura do DNA pelo ativador. Substituições de 
aminoácidos em mutantes de controle positivo identificam a região da CAP 
que interage com a polimerase, chamada região de ativação. 


sitio de ligação de CAP DNA coberto pela RNA-polimerase 
Trm— 


DNA coberto pelo repressor 


FIGURA 18-8 Região controladora do óperon lac. A sequência nucieotídica e a orga- 
nização da região controladora do óperon lac estão representadas. As barras coloridas acima e 
abaixo do DNA mostram as regiões cobertas pela RNA-polimerase e por proteinas reguladoras, 
Note-se que o repressor Lac cobre uma extensão de DNA maior que a sequência definida como 
o sítio mínimo de ligação do operador e a RNA-poiimerase abrange mais DNA do que a região 
definida pelas sequências que constituem o promotor. 
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sítio de CAP 


Onde a região de ativação da CAP interage com a RNA-polimerase para 
ativar os genes lac? Este sítio é revelado por formas mutantes de polimerase 
capazes de transcrever normalmente a maioria dos genes, mas que não podem 
ser ativadas pela CAP sobre os genes lac. Esses mutantes possuem substituições 
de aminoácidos no domínio C-terminal (CTD, carboxy-terminal domain) 
da subunidade a da RNA-polimerase. Como foi visto no Capítulo 13, esse 
domínio está ligado ao domínio N-terminal (NTD, amino-terminal domain) de 
a por meio de uma extensão flexível. O aNTD está inserido no corpo da en- 
zima, mas o aCTD se projeta para fora e se liga ao elemento UP do promotor 
(quando este está presente) (ver Fig. 13-7). 

No promotor lac, não há elemento UP, então o «CTD liga-se à CAP e 
ao DNA adjacente (Fig. 18-9). Esta interação foi confirmada pela estrutura 
cristalina de um complexo contendo CAP, aCTD, e um oligonucleotídeo de 
DNA de dupla-fita que contém um sítio de CAP e um elemento UP adjacen- 
te (Fig. 18-10). No Quadro 18-1, Experimentos que dispensam o ativador, 
há a descrição de um experimento que mostra que a ativação do promotor 
lac exige apenas o recrutamento da polimerase. 

Agora que se viu como a CAP ativa a transcrição do óperon lac, e como 
o repressor Lac se opõe a tal efeito, será examinado como esses reguladores 
reconhecem seus sítios de ligação ao DNA. 


A CAP e o repressor Lac ligam-se ao DNA 
usando um motivo estrutural comum 


A cristalografia por raios X foi usada para determinar a base estrutural da 
ligação ao DNA para diversos ativadores e repressores bacterianos, incluindo 
a CAP e o repressor Lac. Embora os detalhes sejam diferentes, o mecanismo 
básico de reconhecimento do DNA é semelhante para a maioria dos regula- 
dores bacterianos. 

Em um caso típico, a proteína liga-se como homodímero a um sítio 
que é uma repetição invertida (ou quase). Um monômero liga-se a cada 
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FIGURA 18-9 Ativação do pro- 
motor lac pela CAP. Ligação da RNA- 
-polimerase ao promotor lac com auxilio 
de CAP. CAP é reconhecida pelos CTDs das 
subunidades a. Ao interagirem com CAP, 
os aCTDs também interagem com o DNA 
próximo ao sítio de CAP. Como discutido 
no Capítulo 13, utiliza-se esta represen- 
tação da RNA-polimerase quando são 
indicados pontos específicos de contato 
entre um ativador e seu sitio-alvo na poli- 
merase, ou entre regiões da polimerase e 
o promotor. 


FIGURA 18-10 Estrutura do com- 
plexo CAP-aCTD-DNA. CAP é mostrada 
(em azul-turquesa) ligada como um dime- 
ro a seu sítio no DNA. Além disso, o aCTD 
da RNA-polimerase é mostrado (em roxo) 
ligado a um trecho adjacente de DNA e 
interagindo com CAP. O sítio de intera- 
ção em cada proteina envolve os resíduos 
identificados geneticamente. Uma molé- 
cula de cAMP é mostrada ligada a cada 
monômero de CAP. (Benoff B. et al. 2002 

Science 297: 1562.) Imagem preparada 
com MolScript, BobScript e Raster3D. 
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EXPERIMENTOS-CHAVE 


Quadro 18-1 


Experimentos que dispensam o ativador 


Se um ativador deve apenas recrutar a polimerase para o 
gene, então outras maneiras de trazer a polimerase para o 
gene deveriam ser igualmente eficientes para a ativação. Isso 
é verdadeiro para os genes lac, como demonstrado pelos se- 
guintes experimentos (Fig. 1 deste quadro). 

Em um dos experimentos, outra interação entre pro- 
teinas foi empregada, em vez da interação entre a CAP e a 
polimerase. Isso é feito com duas proteinas que sabidamen- 
te interagem entre si, ligando-se uma a um sítio de ligação 
do DNA, e na outra, fazendo-se a substituição do domínio 
C-terminal da subunidade a da polimerase («CTD). A polime- 
rase modificada pode ser ativada pelo “ativador” substituto, 
desde que o sítio de ligação ao DNA adequado seja introduzi- 
do nas proximidades do promotor. Em outro experimento, o 
aCTD da polimerase é substituído por um domínio de ligação 
ao DNA (p. ex., o de CAP). A polimerase modificada inicia, 
de maneira eficaz, a transcrição a partir do promotor lac na 


ausência de qualquer ativador, contanto que o sítio adequa- 
do de ligação ao DNA seja introduzido nas proximidades, 
Um terceiro experimento é ainda mais simples: a polimerase 
pode transcrever os genes lac em altos níveis in vitro na au- 
sência de qualquer ativador se a enzima estiver presente em 
alta concentração. Assim, vê-se que o recrutamento artificial 
da polimerase, ou sua presença em altas concentrações, é 
suficiente para produzir níveis altos de expressão dos genes 
lac. Esses experimentos confirmam a teoria de que o ativador 
atua apenas auxiliando a ligação entre a polimerase e o pro- 
motor, Para uma explicação sobre como o simples aumento 
da concentração de uma proteina (p. ex, a RNA-polimerase) 
auxilia em sua ligação a um sítio do DNA (neste caso, o pro- 
motor), ver Quadro 18-4. Os resultados discutidos neste qua- 
dro não seriam esperados se houvesse necessidade de o ati- 
vador induzir uma alteração alostérica específica no DNA ou 
na polimerase para ativar a transcrição. 


transcrição 
ativada 
pam, 
-10 
transcrição 
ativada 


QUADRO 18-1 FIGURA 1 


Dois experimentos que dispensam o ativador. (a) O aCTD é substituído por uma proteina X, 


que interage com a proteina Y. A proteína Y é fusionada a um domínio de ligação ao DNA, e o sítio reconhecido por este domi- 
nio é mostrado próximo aos genes Jac. (b) O aCTD é substituído pela região da CAP que se liga ao DNA. 


meio-sítio, com o eixo de simetria do dímero sobre o do sítio de ligação 
(como visto para o repressor Lac, Fig. 18-7). O reconhecimento das sequên- 
cias específicas de DNA é efetuado por uma região conservada da estrutu- 
ra secundária, chamada hélice-volta-hélice (Fig. 18-11). Esse domínio é 
composto por duas a-hélices, e uma delas - a hélice de reconhecimento 
— insere-se na fenda maior do DNA. Como discutido no Capítulo 6, uma 
a-hélice tem o tamanho exato para ocupar a fenda maior, permitindo que 
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sítio de ligação ao DNA 


os resíduos de aminoácidos na sua superfície externa interajam com os gru- 
pos químicos periféricos dos pares de bases, Já viu-se como cada par de ba- 
ses apresenta um padrão característico de receptores e doadores de ligações 
de hidrogênio (Fig. 6-14). Assim, uma proteina consegue distinguir dife- 
rentes sequências de DNA, sem desenrolar o dúplex de DNA. À Figura 6-13 
ilustra um exemplo das interações entre uma hélice de reconhecimento e 
seu sítio de ligação ao DNA. 

A segunda hélice de um motivo hélice-volta-hélice posiciona-se na fenda 
maior e faz contato com o esqueleto do DNA, garantindo uma apresenta- 
ção adequada da hélice de reconhecimento e, ao mesmo tempo, adicionando 
energia de ligação à interação global proteina-DNA. 

Essa descrição é essencialmente válida não apenas para a CAP (ver Fig. 18-10) 
e o repressor Lac, mas também para vários outros reguladores bacterianos. Estes 
incluem o repressor do bacteriófago à (exemplo mostrado na Fig. 6-13) e protei- 
nas Cro à que serão vistas em uma seção posterior, bem como os repressores de 
fagos lambdoides relacionados (p. ex., o fago 434). Apesar disto, há diferenças 
nos detalhes, como ilustram os exemplos a seguir. 


* O repressor Lac liga-se como tetrâmero e não como dímero. No entanto, 
cada operador interage apenas com duas subunidades. Assim, a forma oli- 
gomérica diferente não altera o mecanismo de reconhecimento do DNA, 
Os outros dois monômeros do tetrâmero podem ligar-se a um dos outros 
dois operadores lac, situados 400 pb a jusante e 90 pb a montante do 
operador primário. Nestes casos, o DNA interveniente forma uma alça, 
acomodando a reação (Fig. 18-12). 

* Em alguns casos, outras regiões da proteína, externas ao domínio hélice- 
-volta-hélice, também interagem com o DNA. O repressor de à, por exem- 
plo, realiza contatos adicionais usando os braços N-terminais. Estes en- 
volvem o DNA e interagem com a fenda menor, na superfície posterior 
da hélice. 


FIGURA 18-12 O repressor Lac liga-se como tetrâmero a dois operadores. A alça 
apresentada está entre o repressor Lac ligado ao operador primário e o operador auxiliar a 
montante. Altenativamente, uma alça semelhante pode ser formada com o operador a jusan- 
te. O operador primário — que aparece vizinho ao promotor — é o operador mencionado na 
discussão sobre a regulação da expressão do gene lac. Nesta figura, cada dimero de repressor é 
mostrado como dois circulos, em vez de ser mostrado em representação oval única (usada em 
figuras anteriores) para enfatizar sua estrutura oligomérica. 


FIGURA 18-11 Ligação de uma 
proteina com um motivo de hélice- 
-volta-hélice ao DNA. Como geralmente 
ocorre, a proteína liga-se como um dime- 
to, e as duas subunidades estão indicadas 
pelos círculos sombreados. O motivo de 
hélice-volta-héice está indicado em cada 
monômero; a "hélice de reconhecimento” 
está indicada por R. 
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FIGURA 18-13 O indutor do ópe- 
ron Jac é a alolactose. A lactose é con- 
vertida em alolactose, e esta espécie é o 
indutor direto dos genes lac — a molécu- 
la que se liga ao repressor Lac e induz a 
alteração conformacional que impede 
sua ligação ao DNA (ver Fig. 6-20). Ou- 
tras moléculas sintéticas também podem 
atuar como indutores, sobretudo (por- 
que é geralmente usado) o IPTG (sopro- 
pil B-o-1-tiogalactopiranosídeo). Outras 
moléculas podem atuar como substratos 
para a B-galactosidase, mas não como 
indutores. A mais notável delas é o X-gal 
(5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-o-galacto- 
piranosídeo). Quando usado como subs- 
trato para a enzima, X-gal libera uma cor 
azul que o torna um substrato útil em 
ensaios 


* Em muitos casos, a ligação da proteina não altera a estrutura do DNA. Em 
alguns casos, porém, observam-se várias distorções no complexo protei- 
na-DNA. A CAP, por exemplo, induz um dobramento severo no DNA, 
enrolando-o parcialmente ao redor da proteína. Isso é causado por outras 
regiões da proteína, externas ao domínio hélice-volta-hélice, que intera- 
gem com sequências externas ao segmento de DNA reconhecido pelo do- 
mínio hélice-volta-hélice. Em outros casos, as ligações provocam torções 
no sítio do DNA. 


Nem todos os repressores procarióticos ligam-se usando uma hélice-volta- 
-hélice, Foram descritos alguns que empregam estratégias bastante diferentes. 
Um exemplo marcante é o repressor Arc do fago P22 (fago relacionado ao à, 
mas que infecta Salmonella). O repressor Arc liga-se como dimero a um opera- 
dor, que é uma repetição invertida; porém, este reconhece seu sítio de ligação 
por meio de duas fitas B antiparalelas inseridas na fenda maior, em vez de 
utilizar uma a-hélice. 


As atividades do repressor Lac e da CAP são 
controladas alostericamente por seus sinais 


Quando a lactose entra em uma célula, ela é convertida em alolactose, É a alo- 
lactose (e não a lactose) que controla o repressor Lac (Fig. 18-13). Paradoxal- 
mente, a conversão da lactose em alolactose é catalisada pela f-galactosidase, 
ela mesma codificada por um dos genes lac. Como isso é possível? 

A resposta é que a expressão dos genes lac apresenta um “escape”: mes- 
mo quando eles são reprimidos, ocasionalmente um transcrito é gerado. Isso 
acontece porque a polimerase de vez em quando consegue ligar-se ao pro- 
motor no lugar do repressor Lac. Esse “escape” garante um nível mínimo de 
B-galactosidase na célula, mesmo na ausência de lactose e, portanto, existe 
enzima capaz de catalisar a conversão de lactose em alolactose. 

A alolactose liga-se ao repressor Lac e provoca uma alteração no forma- 
to (conformação) dessa proteína. Na ausência de alolactose, o repressor está 
presente na forma que liga seu sítio ao DNA (e assim mantém os genes lac 
desligados). Uma vez alterado pela alolactose, esse formato do repressor é 
incapaz de ligar-se ao DNA, de modo que os genes lac não estão mais repri- 
midos. No Capítulo 6, é descrita a base estrutural desta alteração alostérica 
no repressor Lac (Fig. 6-19). Um ponto importante a ser enfatizado é que a 
alolactose se liga a uma parte do repressor Lac que é diferente de seu domínio 
de ligação ao DNA. 

A atividade da CAP é regulada de modo semelhante (Fig. 18-14). A gli- 
cose reduz a concentração intracelular de uma pequena molécula, cAMP. 


H oH 
lactose Ec alolactoso 
o, Ho H 
H/A oH HH 
cHoH H HA CHOH H oH 
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FIGURA 18-14 Mecanismo de controle alostérico de CAP. As estruturas cristalográfi- 
cas de CAP em três estados foram determinadas: CAP sozinha, CAP ligada a CAMP e complexo 
CAP-CAMP-DNA. A partir destas, fica claro como a ligação de cAMP (aos domínios de ligação a 
CAMP [CBDs] de CAP) causa uma alteração estrutural na proteina que resulta no realinhamento 
de seus domínios de ligação ao DNA a uma configuração ótima para o reconhecimento do 
DNA, Isso ocorre porque o cAMP ligado aos CBDs também faz ligações de hidrogênio com 
dois resíduos em uma região enrolada da proteina, desencadeando a formação de uma hélice 
nesta região (mostrada em azul). As hélices de reconhecimento do dominio de ligação ao DNA 
de CAP estão mostradas em cor de laranja. (Adaptada, com permissão, de Popovych N. et al. 
2009. Proc. Natl. Acad. Sci. 106: 6927-6932, Fig. 7, p. 6931.) 


Esta molécula é o efetor alostérico para CAP: a proteína adota uma confor- 
mação que se liga ao DNA apenas quando CAP está complexada com cAMP 
(o que explica também o nome alternativo de CAP, CRP [proteína receptora 
de CAMP). Portanto, apenas quando há baixos níveis de glicose (e níveis 
altos de cAMP) a CAP é capaz de ligar-se ao DNA e ativar os genes lac. A re- 
gião da CAP que se liga ao efetor cAMP é distinta da região da proteína que 
se liga ao DNA. 

O óperon lac de E. coli foi um dos dois sistemas utilizados pelos biólogos 
franceses François Jacob e Jacques Monod para formular as primeiras teorias 
sobre regulação gênica. O Quadro 18-2 — Jacob, Monod e as ideias por trás da 
regulação gênica — apresenta uma breve descrição dos primeiros estudos e o 
porquê de suas teorias terem sido tão importantes. 


Controle combinatório: CAP também controla outros genes 


Os genes lac fornecem um exemplo de integração de sinal: sua expressão 
é controlada por dois sinais, e cada um deles é comunicado aos genes por um 
regulador separado - o repressor Lac e a CAP, respectivamente. 

Considere-se outro conjunto de genes da E. coli, os genes gal. Estes genes 
codificam enzimas envolvidas no metabolismo da galactose. Assim como os 
genes lac, os genes gal são expressos apenas quando o açúcar que serve de 
substrato — a galactose, neste caso - está presente e a fonte energética prefe- 
rencial - a glicose — está ausente, Mais uma vez, como no sistema lac, os dois 
sinais são comunicados aos genes por meio de dois reguladores - um ativador 
e um repressor. O repressor, codificado pelo gene galR, medeia os efeitos do 
indutor galactose, mas o ativador dos genes gal é CAP novamente. Assim, um 
regulador (CAP) atua com diferentes repressores em diferentes genes. Este é 
um exemplo de controle combinatório. Na verdade, CAP age sobre mais 
de 100 genes de E. coli, atuando com diversos parceiros. 

O controle combinatório é característico da regulação gênica. Portanto, 
quando o mesmo sinal controla vários genes, ele é normalmente comunicado 
a cada um deles pela mesma proteína reguladora. Esse regulador comunica- 
rá somente um dos vários sinais possivelmente envolvidos na regulação de 
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Quadro 18-2 Jacob, Monod e as ideias por trás da regulação gênica 


A ideia de que a expressão de um gene pode ser controlada 
pelo produto de outro gene - de que existem genes regula- 
dores cuja única função é a regulação da expressão de ou- 
tros genes — foi uma das maiores concepções dos primeiros 
anos da biologia molecular. Ela foi proposta por um grupo 
de cientistas que trabalhava em Paris nas décadas de 1950 
e 1960, particularmente François Jacob e Jacques Monod. 
Eles buscaram explicar dois fenômenos aparentemente não 
relacionados: o surgimento de B-galactosidase em E. coli 
cultivado com lactose, e o comportamento do vírus bacte- 
riano (bacteriófago) à após a infecção de E. coli. Seu traba- 
lho culminou na publicação de seu modelo do óperon em 
1961 (e o Prêmio Nobel de Fisiologia ou Medicina em 
1965, que eles compartilharam com seu colega, Andre 
Lwoff). 

Atualmente, estamos tão familiarizados com suas 
ideias e dispomos de tantos meios para testar diretamente 
os seus modelos, que é dificil avaliar a magnitude de sua 
realização. Para se colocar em perspectiva, considere o que 
sabia-se quando eles iniciaram seus experimentos clássi- 
cos; a atividade de B-galactosidase apareceu em células de 
E. coli apenas quando lactose era fornecida no meio de cul- 
tivo, Não estava claro se o surgimento dessa enzima envol- 
via uma alteração na expressão de um gene. De fato, uma 
explicação inicial era de que a célula continha uma enzima 
geral (genérica) e que esta enzima adquiria quaisquer pro- 
priedades necessárias de acordo com as circunstâncias. As- 
sim, quando a lactose estivesse presente, a enzima genérica 
assumiria o formato apropriado para metabolizá-la, usando 
o próprio açúcar como molde. 

Jacob, Monod e seus colegas dissecaram o problema 
geneticamente, Não entraremos em detalhes sobre os seus 
experimentos, mas um breve resumo dará uma ideia de sua 
engenhosidade. 


o 
cromossomo 
Dic 5 o 
i 
represores 
inativos Loa 


Primeiro, eles isolaram mutantes de E. coli que produ- 
ziam B-galactosidase independentemente da presença de 
lactose — isto é, mutantes em que a enzima era produzida 
constitutivamente. Havia dois tipos desses mutantes: em 
um deles, o gene que codificava o repressor Lac estava de- 
sativado; no outro, o sítio do operador era defeituoso. Essas 
duas classes poderiam ser distinguidas usando um teste 
cis-trans, como posteriormente descrito. 

Jacob e Monod geraram células parcialmente diploides 
nas quais uma seção do cromossomo de uma célula selva- 
gem portando os genes lac (i.e, o gene do repressor Lac, 
Laci, os genes do peron lac, e seus elementos reguladores) 
foi introduzida (em um plasmídeo chamado F') em uma 
célula portadora de uma versão mutante dos genes lac em 
seu cromossomo. (Este truque genético é descrito de manei- 
ra detalhada na seção sobre Bactérias do Apêndice 1.) Essa 
transferência resultava na presença de duas cópias dos genes 
lac na célula, tornando possível verificar se a cópia do tipo 
selvagem era capaz de complementar uma cópia mutante. 
Quando os genes cromossomais eram constitutivamente 
expressos devido a uma mutação no gene faci (codificando 
o repressor), a cópia selvagem do plasmídeo restabelecia a 
repressão (e a indutibilidade); ou seja, a -galactosidase era 
novamente gerada apenas quando a lactose estava presente 
(Fig. 1 deste quadro). Isso ocorria porque o repressor pro- 
duzido pelo gene Jaci de tipo selvagem, localizado no plas- 
mídeo, podia difundir-se e atuar no cromossomo — ou seja, 
podia atuar em trans. 

Quando a mutação responsável pela expressão cons- 
titutiva dos genes cromossomais estava no operador lac, 
ela não podia ser complementada pelo tipo selvagem em 
trans (Fig. 2 deste quadro). O operador só funciona em cis 
(ie, atua apenas sobre os genes diretamente ligados a ele na 
mesma molécula de DNA), 


ausência de transcrição 


ausência de transcrição 


QUADRO 18-2 FIGURA 1 


Células parcialmente diploides demonstram que os repressores funcionais atuam em 


trans. Na ausência de lactose, os genes lac não são expressos; portanto, essas células não produzem níveis significativos de 


P-galactosidase, 
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QUADRO 18-2 FIGURA 2 Células parcialmente diploides demonstram que o operador atua somente em cis. (a) Cé- 
lulas haploides contendo um operador mutante (0,). (b) Células parcialmente diploides contendo um operador normal (0) e um 
operador mutante (0,). Os genes lac (Z, Y e A) ligados ao operador mutante continuam a ser expressos constitutivamente, mes- 
mo na presença de um operador de tipo selvagem em outro cromossomo da mesma célula. Portanto, o operador só atua em cis, 


Esses e outros resultados levaram Jacob e Monod a pro- 
por que os genes eram expressos a partir de sítios específicos, 
chamados promotores, localizados no início do gene, e que a 
expressão era regulada por repressores que agiam por meio 
de sítios operadores, localizados no DNA, junto ao promotor. 

Mas esses experimentos com o sistema lac não foram fei- 
tos de maneira isolada; paralelamente, experimentos seme- 
lhantes eram feitos por Jacob e Monad no fago à (um sistema 
que será abordado adiante, neste capítulo). O bacteriófago à 
pode propagar-se por meio de dois tipos de ciclos vitais, defini- 
dos de acordo com as genes relevantes do fago que são expres- 
sos, Os cientistas franceses observaram que podiam ser isola- 
dos mutantes defectivos para o controle da expressão gênica 
neste sistema da mesma maneira que haviam feito no caso de 
lac. Novamente, esses mutantes definiram um repressor que 
atua em trans, por meio de sítios operadores agindo em cis. 
A semelhança entre esses dois sistemas de regulação (apesar 
de sua biologia muito diferente) convenceu Jacob e Monod de 


QUADRO 18-2 FIGURA 3 Este esboço, mostrando o 
óperon lac e sua regulação, foi feito por François Jacob, 
2002. (Cortesia de Jan Witkowski.) 


que eles haviam identificado um mecanismo fundamental de 
regulação gênica e que seu modelo podia ser aplicado para 
todos os organismos. Como será visto, embora sua descrição 
não estivesse completa - sobretudo porque eles não incluíram 
ativadores (como a CAP) em seus estudos -, o modelo básico 
proposto, de sítios reguladores em cis reconhecidos por fatores. 
de regulação em trans, direcionou os experimentos subsequen- 
tes e a maneira de compreender a regulação gênica. 
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cada gene; cada um dos demais sinais, distintos na maioria dos casos, será 
comunicado por um regulador específico. Os organismos mais complexos - 
sobretudo eucariotos superiores — tendem a apresentar uma maior integração 
dos sinais e neles serão vistos exemplos maiores e mais elaborados de controle 
combinatório (Cap. 19). 


Fatores o alternativos direcionam a RNA-polimerase 
para conjuntos alternativos de promotores 


Viu-se no Capítulo 13 que o reconhecimento das sequências promotoras é 
realizado pela subunidade o da RNA-polimerase (Fig. 13-6). Diversos outros 
promotores de E. coli, incluindo o promotor lac, que foi discutido, são reco- 
nhecidos pela RNA-polimerase que possui a subunidade g”. No entanto, em 
determinadas circunstâncias, E. coli codifica várias outras subunidades o, ca- 
pazes de substituir a” e direcionar a polimerase para promotores alternativos. 

Uma dessas alternativas é o fator o do choque térmico, o o”, Quando 
E. coli é submetida a um choque térmico, a quantidade desse novo fator a au- 
menta na célula, e substitui o o” em parte das RNA-polimerases, dirigindo es- 
sas enzimas para a transcrição de genes cujos produtos protegem a célula dos 
efeitos do choque térmico. O nível de o” é aumentado por dois mecanismos; 
primeiro, sua tradução é estimulada, isto é, seu mRNA é traduzido com maior 
eficiência após o choque térmico do que antes dele; e segundo, a proteína é 
transientemente estabilizada. Outro exemplo de fator a alternativo, o o”, será 
abordado na próxima seção. O fator a** está associado a uma pequena fração 
das moléculas de polimerase e direciona essa enzima para os genes envolvidos 
no metabolismo do nitrogênio. 

Algumas vezes, uma série de fatores a alternativos direciona um deter- 
minado programa de expressão gênica. Dois exemplos são encontrados na 
bactéria Bacillus subtilis. Será abordado o mais elaborado deles, que controla 
a esporulação neste organismo, nos Capítulos 21 e 22. O outro será descrito 
aqui brevemente. 

O bacteriófago SPO1 infecta B. subtilis, na qual se propaga em ciclo lítico, 
produzindo uma progênie de fagos. Este processo requer que o fago expresse 
seus genes em uma ordem cuidadosamente controlada. O controle é imposto 
sobre a polimerase, por meio de uma série de fatores a alternativos. Deste 
modo, durante a infecção, a RNA-polimerase bacteriana (contendo a versão 
da o” em B. subtilis) reconhece os chamados promotores “precoces” do fago, 
que dirigem a transcrição dos genes que codificam as proteínas necessárias 
para o início da infecção. Um destes genes (denominado gene 28) codifica 
uma ø alternativa. Este o alternativo do fago substitui o fator o bacteriano e 
direciona a polimerase para um segundo conjunto de promotores do genoma 
do fago, associados aos genes chamados “intermediários”. Um desses genes, 
por sua vez, codifica o fator o para os genes “tardios” do fago (Fig. 18-15). 


NtrC e MerR: ativadores de transcrição que atuam 
por alosteria em vez de atuar por recrutamento 


Embora a maioria dos ativadores atue por recrutamento, existem algumas ex- 
ceções. Dois exemplos de ativadores que não atuam por recrutamento, mas 
por mecanismos alostéricos, são NtrC e MerR. Relembre-se o conceito de me- 
canismo alostérico. Os ativadores que atuam por recrutamento simplesmente 
trazem uma forma ativa da RNA-polimerase para o promotor. No caso dos 
ativadores que atuam por mecanismos alostéricos, a polimerase liga-se inicial- 
mente ao promotor formando um complexo inativo. Para ativar a transcri- 
ção, o ativador promove uma modificação alostérica nesse complexo. 
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promotor 
S D 
genes iniciais ou precoces 
FIGURA 18-15 Fatores o alternativos controlam a expressão ordenada dos genes 
de um virus de bactéria. O fago bacteriano SPO? utiliza três fatores o, sucessivamente, 
para regular a expressão de seu genoma. Isso garante que os genes virais sejam expressos na 


ordem em que são necessários. (Adaptada, com permissão, de Alberts B. et al. 2002. Molecular 
biology of the cell, 4th ed., p. 415, Fig. 7-63. © Garland Science/Taylor & Francis LLC.) 


O NtrC controla a expressão de genes envolvidos no metabolismo de ni- 
trogênio pela indução de uma alteração conformacional em uma RNA-poli- 
merase pré-ligada, desencadeando a transição para o complexo aberto. MerR 
controla a expressão de um gene envolvido na resistência a mercúrio. MerR 
também atua no complexo RNA-polimerase-promotor inativo; neste caso, po- 
rém, o efeito alostérico do ativador é sobre o DNA e não sobre a polimerase. 
A seguir, estes dois sistemas serão examinados em mais detalhes. 


NtrC tem atividade ATPásica e atua a partir 
de sítios no DNA distantes do gene 


Assim como CAP, o NtrC apresenta domínios separados de ativação e de 
ligação ao DNA e liga-se a este apenas na presença de um sinal específico. 
No caso do NtrC, esse sinal é dado por baixos níveis de nitrogênio. Sob estas 
condições, NtrC é fosforilado por uma quinase, NtrB, e como resultado, sofre 
uma alteração conformacional que revela o domínio de ligação ao DNA do 
ativador. Uma vez ativo, o NtrC liga-se a quatro sítios, localizados a cerca de 
150 pb a montante do promotor (p. ex., o do gene gin4). O NtrC liga-se como 
dímero a cada sítio e, por meio de interações proteina-proteína entre os díme- 
ros, liga-se aos quatro sítios de maneira altamente cooperativa. 

A forma da RNA-polimerase que transcreve o gene ginA contém a 
subunidade g“, Na ausência de NtrC, essa enzima liga-se ao promotor do 
gInA como complexo fechado estável. Quando o NtrC está ativo (ligado em 
seus sítios a montante), interage diretamente com o”. Para acomodar essa 
interação, o DNA entre os sítios de ligação com o ativador e o promotor 
deve formar uma alça (Fig. 18-16). Mesmo se os sítios de ligação de NtrC 
forem movidos mais para montante (distâncias de 1 a 2 kb), o ativador ain- 
da poderá funcionar. 

O próprio NtrC possui uma atividade enzimática - ele é uma ATPase. Esta 
atividade fornece a energia necessária para induzir uma alteração conforma- 
cional na polimerase. Esta alteração conformacional desencadeia o início da 
transcrição pela polimerase. Especificamente, ela estimula a conversão do 
complexo fechado inativo estável para um complexo aberto ativo. 

Em alguns genes controlados pelo NtrC, existe ainda um sítio de ligação 
para outra proteína, chamada IHF, localizado entre os sítios de ligação do 
NtrC e o promotor. Ao ligar-se ao DNA, IHF provoca uma curvatura no DNA. 
Quando o sítio de ligação da IHF — e, portanto, a curvatura do DNA — estão 
na disposição correta, há aumento na ativação pelo NtrC. A explicação é que, 
pela curvatura do DNA, a IHF aproxima mais o ativador ligado ao DNA e o 
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FIGURA 18-16 Ativação pelo 
NtrC. A sequência do promotor reco- 
nhecida pela holoenzima contendo o 
é diferente da reconhecida pela holoen- 
zima contendo a/”, Embora não seja es- 
pecificado na figura, NtrC interage com a 
subunidade o” da polimerase. NtrC está 
representado como um dimero, mas, na 
verdade, ele forma um complexo de or- 
dem mais alta com o DNA. 


FIGURA 18-17 Ativação pelo 
MerR. Os elementos -10 e -35 do pro- 
motor de merT estão dispostos em lados 
quase opostos da hélice. (a) Na ausência 
de mercúrio, MerR liga-se e estabiliza a 
forma inativa do promotor. (b) Na presen- 
ça de mercúrio, MerR faz uma torção no 
DNA, alinhando adequadamente os ele- 
mentos do promotor. 


promotor, ajudando na interação entre o ativador e a polimerase ligada (ver 
Fig. 18-4; ver Fig. 12-11 para mais detalhes sobre como a IHF induz uma cur- 
vatura no DNA). 


MerR ativa a transcrição provocando 
uma torção no DNA do promotor 


Quando ligado a um único sítio de ligação do DNA, na presença de mercúrio, 
MerR ativa o gene merT. Como a Figura 18-17 demonstra, MerR liga-se a uma 
sequência localizada entre as regiões -10 e -35 do promotor do merT (este gene é 
transcrito por uma polimerase contendo o”). MerR liga-se à superfície da hélice 
do DNA oposta à superfície ligada à RNA-polimerase, de modo que a polimerase 
é capaz de e efetivamente se liga ao promotor ao mesmo tempo que MerR. 

O promotor do merT é incomum. A distância entre os elementos -10 e 
-35 é de 19 pb em vez dos 15 a 17 pb geralmente observados em um promo- 
tor o™ eficiente (ver Cap. 13, Quadro 13-1). Consequentemente, esses dois 
elementos de sequência reconhecidos por o não possuem um espaçamento 
Ótimo nem estão alinhados; eles estão parcialmente torcidos um em relação 
ao outro, em torno da superfície da hélice. Além disso, a ligação do MerR (na 
ausência de Hg”) bloqueia o promotor em sua conformação imprópria: a po- 
limerase pode ligar-se, mas não é capaz de iniciar a transcrição. Por isso, não 
há transcrição basal. 

Entretanto, quando MerR se liga ao Hg”, a proteína sofre uma altera- 
ção conformacional que provoca uma torção na porção central do DNA do 
promotor. Essa torção estrutural torna a disposição das regiões -10 e -35 se- 
melhante à encontrada em promotores fortes com o”. Nesta nova configu- 
ração, a RNA-polimerase pode iniciar a transcrição de maneira eficiente. As 
estruturas do DNA do promotor em seus estados “ativo” e “inativo” foram 
determinadas (para outro promotor, regulado desta mesma maneira) e são 
apresentadas na Figura 18-18. 

É importante registrar que neste exemplo o ativador não interage com 
a RNA se para ativar a transcrição, mas sim, altera a conformação 
do DNA próximo à enzima previamente ligada. Assim, diferentemente dos 


metT. 


merT. 
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casos anteriores, não há separação entre as regiões de ligação e de ativação 
do DNA: para MerR, a ligação ao DNA está intimamente ligada ao processo 
de ativação. 


Alguns repressores retêm a RNA-polimerase 
no promotor ao invés de excluí-la 


O repressor Lac atua da maneira mais simples possível: ele inibe a transcri- 
ção ligando-se a um sítio que encobre o promotor, bloqueando a ligação 
da RNA-polimerase. Muitos repressores atuam dessa maneira. No caso do 
Merr, vê-se uma forma de repressão diferente: a proteína mantém o pro- 
motor em uma conformação incompatível com o início da transcrição. Há 
outros modos de funcionamento de repressores, e um deles será abordado 
agora. 

z Alguns repressores atuam a partir de sítios de ligação que não se sobre- 
põem ao promotor. Eles não bloqueiam a ligação da polimerase — em vez 
disso, ligam-se a sítios ao lado do promotor, interagem com a polimerase 
ligada no promotor e inibem o início. Um deles é o repressor Gal de E. coli, 
mencionado anteriormente. Esse repressor controla os genes que codificam 
enzimas envolvidas no metabolismo da galactose e, na ausência de galacto- 
se, o repressor mantém os genes desligados. Neste caso, o repressor interage 
com a polimerase, de modo a inibir a transição de complexo fechado para 
complexo aberto. 

Outro exemplo é fornecido pela proteína P, de um bacteriófago (629) 
que cresce na bactéria B. subtilis. Este regulador liga-se a um sítio adjacente a 
um promotor - um promotor fraco chamado P,, — e, ao interagir com a poli- 
merase, serve como ativador. A interação ocorre via aCTD, do mesmo modo 
que ocorre com CAP. Mas este ativador também se liga a outro promotor — 
um promotor forte chamado P,,.. Nete caso, porém, apesar do mesmo modo 
de interação com a polimerase do promotor fraco, o resultado é repressão. 
Parece que, enquanto no caso anterior a energia extra da ligação auxilia no 
recrutamento da polimerase e na ativação do gene, no segundo caso, a ener- 
gia total das ligações — fornecida pela forte interação entre a polimerase e o 
promotor e a interação adicional provida pelo ativador — é tão intensa que a 
polimerase é incapaz de escapar do promotor. 


Regulação Transcricional em Procariotos 


633 


FIGURA 18-18 Estrutura de 
um promotor semelhante a merT. 
(a) Promotor com um espaçador de 
19 pb. (b) Promotor com um espaçador 
de 19 pb complexado a um ativador ati- 
vado. (c) Promotor com um espaçador 
de 17 pb. O promotor apresentado nas 
partes a e b é do gene bm de B. subtilis, 
que é controlado pelo regulador BmrR, 
BmrR atua como ativador quando com- 
plexado à substância tetrafenilfostônio 
(TPP). Os elementos -35 (TTGACT) e -10 
(TACAGT) de uma das fitas são apresen- 
tados em cor-de-rosa e verde, respec- 
tivamente. (Adaptada, com permissão, 
de Zheleznova Heldwein E.E. e Brennan 
R.G. 2001. Nature 409: 378; Fig. 3b-d 
© Macmillan.) 
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AraC e o controle do óperon araBAD por antiativação 


O promotor do óperon araBAD de E. coli, ativado na presença de arabinose 
e na ausência de glicose, promove a expressão dos genes que codificam as 
enzimas necessárias ao metabolismo da arabinose. Ao contrário dos genes lac 
e gal, nos quais um repressor e um ativador atuam em conjunto, aqui dois 
ativadores atuam juntos: AraC e CAP. Quando a arabinose está presente, AraC 
liga-se a ela e adota uma configuração que permite a ligação ao DNA como 
dímero para os meios-sítios adjacentes, o aral, e o aral, (Fig. 18-19a). Logo a 
montante destes (mas não mostrado na figura) está um sítio de CAP: na au- 
sência de glicose, CAP liga-se aqui e ajuda na ativação. 

Os genes araBAD não são expressos na ausência de arabinose. Isso ocorre 
porque, quando não ligado à arabinose, AraC adota uma conformação dife- 
rente e liga-se ao DNA de maneira diferente: um monômero ainda se liga ao 
sítio aral, mas o outro monômero se liga em um meio-sítio distante chamado 
araO,, como mostrado na Figura 18-19b. Como esses dois meios-sítios estão 
separados por 194 pb, o DNA entre eles forma uma alça quando AraC está 
ligado dessa maneira. Além disso, quando AraC está ligado dessa maneira, 
não há um monômero de AraC em aral, e como esta é a posição a partir da 
qual a ativação do promotor de araBAD é mediada, não há ativação nesta 
configuração. 

A magnitude da indução do promotor de araBAD pela arabinose é muito 
grande e, por isso, esse promotor é frequentemente usado em vetores de ex- 
pressão. Os vetores de expressão são construções de DNA em que uma síntese 
eficiente de qualquer proteína é assegurada pela fusão do gene da proteína em 
questão a um promotor forte (ver Cap. 7). Neste caso, a fusão de um gene ao 
promotor araBAD permite que a expressão seja controlada pela arabinose sozi- 
nha: o gene pode ser mantido desligado quando sua expressão não é desejada 
e, então, ser “desreprimido” e “induzido” quando seu produto é necessário, 
simplesmente pela adição de arabinose. Esta abordagem permite, inclusive, a 
expressão de genes cujos produtos são tóxicos às células bacterianas — isto é, 
genes que devem estar fortemente reprimidos na ausência de indução. 

Agora, volta-se a atenção para redes reguladoras da transcrição mais com- 
plicadas e vê-se como elas são criadas por relteração dos mecanismos simples 
já encontrados. O enfoque será dado ao caso do bacterlófago à, no qual se 


h dh 


FIGURA 18-19 Controle do óperon araBAD. (a) A arabinose liga-se a AraC, alterando 
o formato deste ativador, de modo que ele se ligue como dimero a aral; e aral. Isso posiciona 
um monômero de AraC próximo 30 promotor cuja transcrição pode ativar. (b) Em ausência 
de arabinose, o dimero de AraC adota uma conformação diferente e liga-se a araQ, e a arah, 
Nesta posição, não há um monômero no sítio do aral, de modo que a proteina não pode ativar 
o promotor de araBAD (araP..o), Este promotor também é controlado pela CAP (não mostrada 
nesta figura). 
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observa como camadas de reguladores em várias combinações podem pro- 
duzir circuitos de retroalimentação negativos e positivos que possibilitam 
que padrões alternativos de expressão gênica sejam estabelecidos e manti- 
dos, cada um deles desencadeando uma resposta biológica bastante diferente. 
Um caso fascinante de circuito de retroalimentação mais simples envolvido 
no processo biológico chamado sensoriamento de quórum é descrito no 
Quadro 18-3. O sensoriamento de quórum é utilizado pelas bactérias em vá- 
rios contextos, mas talvez o mais importante seja como parte de sua estratégia 


de patogênese. 


CONEXÕES CLÍNICAS 


Quadro 18-3 Bloqueio da virulência por vias de silenciamento da comunicação intercelular 


No início dos estudos em microbiologia, as bactérias er 
consideradas organismos associais que levavam vidas indi 
dualistas, que envolviam pouca interação umas com as ou- 
tras, Entretanto, hoje se sabe que muitas bactérias podem 
e se comunicam umas com as outras por emissão, detecção 
e resposta a sinais químicos. Um modo prevalente de co- 
municação intercelular, conhecido como sensoriamento de 
quórum, permite às bactérias ativar genes de maneira sin- 
cronizada em resposta ao aumento na densidade de células 
na população. A expressão de certos genes, como os para 
bioluminescência, fatores de virulência, antibióticos, forma- 
ção de biofilme e competência para a captação de DNA, é 
vantajosa para as bactérias apenas quando as células estão 
presentes em grande número. Por exemplo, a bactéria bio- 
luminescente Vibrio fischeri produz a enzima emissora de 
luz luciferase quando chega a uma densidade populacional 
crítica no órgão de luz de seu hospedeiro, a lula. Não é van- 
tajoso para V. fischeri produzir luciferase quando está sozi- 
nha como uma célula única. Da mesma maneira, o patógeno 
humano Pseudomonas aeruginosa produz e secreta fatores 
de virulência, como piocianina, cianeto e lipase, apenas em 
um estágio da infecção quando a ação conjunta de várias 
bactérias pode permitir que estes fatores se acumulem em 
altas concentrações. Em outra parte deste capítulo, discute- 
-se como as bactérias ligam e desligam genes em resposta a 
sinais do ambiente, Aqui, o foco consiste nos mecanismos 
moleculares por meio dos quais as bactérias respondem a 
sinais químicos conhecidos como autoindutores, que elas 
mesmas produzem para se comunicar umas com as outras. 
Como será visto, o conhecimento destes mecanismos leva a 
novas estratégias para o tratamento de infecções por bacté- 
rias patogênicas com base no silenciamento químico da co- 
municação intercelular. 

O enfoque será dado a um tipo bastante difundido de 
molécula sinalizadora conhecida como acil-homosserina lac- 
tonas (AHLs) e seu reconhecimento pela família de proteinas. 
reguladoras LuxR. As AHLs são moléculas orgânicas simples, 
constituídas por um anel de homosserina lactona ligado a 
uma cadeia acil de quatro a 18 carbonos. Espécies diferen- 
tes de bactérias produzem AHLs com caudas de diferentes 
tamanhos, cada espécie respondendo apenas ao tipo de mo- 
lécula sinalizadora que ela mesma produz. Esta diversidade 
de sinais permite que bactérias capazes de sensoriamento de 
quórum tenham, efetivamente, conversas privadas com suas 
semelhantes. As AHLs são moléculas membrana-permeáveis. 
Elas são capazes de difundir-se para o interior das células 


onde se ligam a LuxR. LuxR é uma proteina ativadora que 
consegue ativar a transcrição apenas quando está comple- 
xada com seu ligante AHL. Assim, como o ativador CAP, que, 
como se viu, depende do ligante cAMP, LuxR liga-se à região 
promotora dos genes-alvo quando está complexado à sua 
AHL apropriada, Como a molécula sinalizadora entra na cé- 
lula a partir do meio externo, o sensoriamento de quórum 
mediado por LuxR é um sistema de transdução de sinal ex- 
tremamente simples no qual o ligante interage diretamente 
com o regulador transcricional. Neste sentido, LuxR é análo- 
go a certas proteínas reguladoras eucarióticas, como o re- 
ceptor de glucocorticoide, que são diretamente ativadas por 
um ligante membrana-permeável (um esterol) que se liga à, e 
assim ativa, sua proteina reguladora cognata (permitindo sua 
migração do citoplasma para o núcleo, no caso do receptor 
de glucocorticoide), Curiosamente, em alguns casos, AHLs 
atuam de maneira mais complicada, ligando-se a um recep- 
tor inserido na membrana citoplasmática, desencadeando a 
fosforilação e a ativação de uma proteína reguladora trans- 
cricional separada no citoplasma. Isso pode ser comparado 
a outro sistema eucariótico, a via STAT, que será descrita no 
próximo capítulo (Fig. 19-24). 

Ao complexar-se com AHL, LuxR liga-se à região promo- 
tora dos genes-alvo no cromossomo (o gene da luciferase, 
genes de fatores de virulência e outros genes de resposta ao 
sensoriamento de quórum, dependendo da bactéria), Um 
dos alvos, lux, específica a sintetase para AHL. Isso tem uma 
consequência importante, na medida em que cria um circuito 
de retroalimentação positivo, como explicado a seguir. Como 
luxi está sob o controle de Lux, a ligação de AHL a LuxR 
simula a expressão de Jux e aumenta a produção de AHL. As 
moléculas adicionais de AHL difundem-se para fora da célu- 
la produtora e para outras células da população. Isso leva a 
uma maior ativação de LuxR que, por sua vez, promove ainda 
maior sintese de AHL, aumentando ainda mais a concentra- 
ção extracelular de AHL Este circuito de retroalimentação po- 
sitivo funciona apenas quando as células estão em uma den- 
sidade populacional suficientemente alta para permitir que 
AHL alcance um limiar de concentração. Quando a densidade 
celular está abaixo deste limiar, a concentração extracelular 
de AHL é muito baixa para desencadear o circuito de retroa- 
limentação positivo. Assim, genes sob o controle de LuxR só 
são expressos quando as células estão presentes em números 
adequados, um “quórum”, para desencadear o circuito de 
retroalimentação positivo. 


(continua) 
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Quadro 18-3 (Continuação) 


Este conhecimento foi usado em um esforço para desen- 
volver antagonistas do sensoriamento de quórum que blo- 
queiam a expressão de genes de virulência em bactérias pato- 
gênicas. Um destes patógenos é Chromobacterium violaceum, 
cujo fator de transcrição tipo LuxR é ativado por um autoindu- 
tor chamado N-hexanoil homosserina lactona com uma ca- 
deia de seis carbonos de comprimento. Os fatores tipo LuxR 
são dimeros nos quais cada subunidade consiste em um do- 
minio de ligação ao ligante e um domínio de ligação ao DNA. 
Estudos de cristalografia por raios X mostraram que a 
N-hexanoil homosserina lactona forma um complexo com seu 
fator LuxR cognato no qual as duas subunidades estão lado a 
lado, permitindo que os dois domínios de ligação ao DNA fa- 
sam contato com o DNA (Fig. 1 deste quadro). O LuxR de C. 
violaceum é, no entanto, potencialmente inibido por um an- 
tagonista de clorolactona cuja estrutura está mostrada na fi- 
gura. A clorolactona liga-se a LuxR, mas prende o fator de 
transcrição em uma conf cruzada na qual o domínio 
de ligação ao ligante de uma subunidade está associado ao 
domínio de ligação ao DNA da outra. Nesta conformação ina- 


QUADRO 18-3 FIGURA 1 Antagonista de sensoria- 
mento de quórum que atua pela estabilização de uma 
conformação inativa de LuxR. (Adaptada, com permissão, 
do resumo gráfico da Tabela de Conteúdos online de Mol. 


tiva, o dimero não consegue se ligar ao DNA e é incapaz de 
ativar a transcrição. Experimentos com Caenorhabditis ele- 
gans como hospedeiro-modelo para a infecção por C. viola- 
ceum mostram que a clorolactona é, de fato, capaz de prote- 
ger o nematódeo da morte mediada por sensoriamento de 
quórum. Estes achados mostram como o conhecimento da 
estrutura e função de um fator de transcrição que possui pa- 
pel central na patogênese pode ser explorado para o desen- 
volvimento de pequenas moléculas antagonistas que podem 
servir como terapias potenciais. 


O antagonista 


Cell, Vol. 42 [2011], artigo nas pp. 199-209.) 


O CASO DO BACTERIÓFAGO A: 
CAMADAS DE REGULAÇÃO 


O bacteriófago à é um vírus que infecta E. coli. Após a infecção, o fago pode pro- 
pagar-se de duas formas: liticamente ou lisogenicamente, conforme ilustra- 
do na Figura 18-20. O crescimento lítico requer a replicação do DNA do fago e a 
síntese de novas proteínas da capa. Esses componentes combinam-se, formando 
novas partículas fágicas que são liberadas pela lise da célula hospedeira. A liso- 
genia - a via alternativa de propagação - envolve a integração do DNA do fago 
no cromossomo bacteriano, onde ele será replicado passivamente a cada divisão 
celular, exatamente como se fosse uma parte legítima do genoma bacteriano. 
Em circunstâncias normais, um lisógeno é extremamente estável, mas o 
fago dormente nele - o prófago - pode alterar seu estado para o crescimento lí- 
tico de maneira eficiente, se a célula for exposta a agentes que danificam o DNA 
(ameaçando, assim, a continuidade da existência da célula hospedeira). Esta al- 
teração de crescimento lisogênico para lítico é chamada indução lisogênica. 
A escolha da via de desenvolvimento depende de qual dos dois programas 
alternativos de expressão gênica é adotado pela célula. O programa responsável 
pelo estado lisogênico pode permanecer estável durante muitas gerações, mas, 
mediante indução, é alterado para o programa lítico com grande eficiência. 


Padrões alternativos de expressão gênica 
controlam o crescimento lítico e lisogênico 
O bacteriófago À possui um genoma com 50 kb e cerca de 50 genes. A maio- 


ria destes codifica as proteínas da capa (ou carapaça), proteínas envolvidas 
na replicação do DNA, na recombinação e na lise (Fig. 18-21). Os produtos 
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FIGURA 18-20 Crescimento e indução de lisógenos à. Na infecção, o à pode crescer 
pelas vias litica ou lisogênica. Um lisógeno pode ser propagado de maneira estável por muitas 
gerações, ou pode ser induzido. Após a indução, os genes Ííticos são expressos em uma ordem 
apropriada, levando à produção de novas partículas de fago. 


FIGURA 18-21 Mapa do bacterió- 
fago À na forma circular. O genoma de 
à é linear na cabeça do fago, mas, após 
a infecção, ele circulariza no sítio cos. 
Quando integrado no cromossomo bacte- 
riano, o genoma do fago é novamente li- 
nearizado, mas desta vez as extremidades 
estão no sítio att (ver Cap, 12, Fig. 12-10, 
para uma descrição da integração). 
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FIGURA 18-23 Transcrição nas 
regiões de controle de À durante os 
crescimentos lítico e lisogênico. As se- 
tas indicam quais promotores estão ativos 
em periodos decisivos durante o cresci- 
mento lítico e lisogênico, respectivamen- 
te. As setas também mostram a direção 
da transcrição para cada promotor. 


FIGURA 18-22 Promotores nas regiões de controle à direita e à esquerda do bac- 
A 


destes genes são importantes para gerar novas partículas fágicas durante o 
ciclo lítico, mas aqui a preocupação está restrita às proteínas reguladoras, e 
onde elas atuam. Podemos, portanto, concentrar-nos em apenas algumas de- 
las e começar considerando uma área bem pequena do genoma, mostrada na 
Figura 18-22, 

A região representada contém dois genes (cl e cro) e três promotores (Py, 
P, e Py). Todos os outros genes do fago (exceto um minoritário) estão fora 
desta região e são transcritos diretamente de P, e P, (que significam, respec- 
tivamente, promotor à direita [rightward] e promotor à esquerda [leftwardl), 
oua partir de outros promotores cujas atividades são controladas por produ- 
tos de genes transcritos a partir de P, e P,. O Pey (promotor para manuten- 
ção de repressor) transcreve apenas o gene cl. P, e P, são promotores consti- 
tutivos fortes; ou seja, eles ligam-se de maneira eficiente à RNA-polimerase 
e dirigem a transcrição sem o auxílio de um ativador. Pay por outro lado, é 
um promotor fraco e dirige a transcrição de maneira eficiente apenas quan- 
do um ativador está ligado logo a montante. O Pyy lembra o promotor lac, 
neste sentido. 

Dois arranjos de expressão gênica estão representados na Figura 18-23: 
um deles leva ao crescimento lítico, e o outro, ao lisogênico. O crescimento 
lítico se dá quando P, e P, estão ligados, enquanto Piy é mantido desligado. 
O crescimento lisogênico, ao contrário, é consequência da inativação de P, e 
P, e da ativação de Pu. Como esses promotores são controlados? 


Proteínas reguladoras e seus sítios de ligação 


O gene cl codifica o repressor de à, uma proteína com dois domínios uni- 
dos por uma região de ligação flexível (Fig. 18-24). O domínio N-terminal 
contém a região de ligação ao DNA (um domínio hélice-volta-hélice, como 
visto anteriormente). Como ocorre na maioria das proteínas de ligação ao 
DNA, o repressor de À liga-se como um dímero, e os principais contatos da 
dimerização são feitos entre os domínios C-terminais. Um único dímero re- 
conhece uma sequência de DNA com 17 pb, sendo que cada monômero reco- 
nhece um meio-sítio, mais uma vez, do mesmo modo já visto no sistema lac. 
(Os detalhes do reconhecimento do DNA pelo repressor de à já tinham sido 
examinados na Fig. 6-13.) 

Apesar do nome, o repressor de à pode tanto ativar quanto reprimir a 
transcrição. Quando está atuando como repressor, ele funciona da mesma 
maneira que o repressor Lac: liga-se aos sítios que se sobrepõem ao promo- 
tor e exclui a RNA-polimerase. Como um ativador, o repressor À atua como 
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CAP— por recrutamento. A região de ativação do repressor de À está situada 
no domínio N-terminal da proteína. Seu alvo na polimerase é uma região da 
subunidade a adjacente à porção de a que reconhece a região -35 do promo- 
tor (região 4, ver Cap. 13, Fig. 13-6). 

Assim como o repressor Lac, Cro (do inglês, control of repressor and other 
things [controle do repressor e outras coisas) apenas reprime a transcrição. 
Cro é uma proteína com um único domínio e também se liga como dímero a 
sequências de DNA com 17 pb, usando um motivo hélice-volta-hélice. 

Tanto o repressor de à quanto Cro podem ligar-se a qualquer um de seis 
operadores, Esses sítios são reconhecidos por suas diferentes afinidades a cada 
uma dessas proteínas. Três deles encontram-se na região de controle da es- 
querda e as outras três, na da direita. Nosso foco é a ligação do repressor de À 
e Cro aos sítios da região da direita mostrada na Figura 18-25. A ligação aos 
sítios na região de controle da esquerda segue um padrão semelhante. 

Os três sítios de ligação com o operador à direita são chamados Op, O, 
e Oy; eles têm sequências semelhantes, mas não idênticas e - se isolados dos 
demais e examinados separadamente - cada um pode ligar-se a um dímero 
de repressor ou a um dímero de Cro. Entretanto, as afinidades dessas várias 
interações não são iguais. Assim, o repressor liga-se 10 vezes melhor a O,, do 
que a Oya. Em outras palavras, são necessários 10 vezes mais repressor - uma 
concentração 10 vezes maior — para ligar a O, do que a O, Oy, liga-se ao 
repressor com praticamente a mesma afinidade que Op». Por outro lado, Cro 
liga-se a O,, com afinidade máxima e liga-se a O, € Op, apenas quando pre- 
sente em concentrações 10 vezes mais alta. O significado dessas diferenças 
ficará evidente a seguir. 


O repressor de À liga-se cooperativamente 
aos sítios do operador 


O repressor de à liga-se ao DNA cooperativamente. Isso é essencial para sua 
função e ocorre da seguinte maneira. Considere-se o repressor ligando-se 
aos sítios de O,. Além de fornecer os contatos da dimerização, o domínio 
C-terminal do repressor de à promove as interações entre dímeros (o ponto 
de contato é indicado como “tetramerização” na Fig. 18-24). Deste modo, 
dois dímeros do repressor podem ligar-se cooperativamente a sítios adja- 
centes do DNA. 

Por exemplo, o repressor em O, ajuda o repressor ligado ao sítio O,,, de 
menor afinidade, por ligação cooperativa. Assim, o repressor liga-se a ambos 
os sítios simultaneamente, e faz isso em uma concentração tal que, se os dois 
sítios fossem avaliados separadamente, seria suficiente para ligá-lo apenas a 
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tetramerização dimerização 
região de ativação 
ligação ao DNA 


FIGURA 18-24 Repressor de à. 
A figura mostra um monômero do re- 
pressor de à, indicando várias superfícies 
envolvidas em diferentes atividades reali- 
zadas pela proteina. N indica o domínio 
amino, e C indica o domínio carboxila 
“Tetramerização” indica a região onde 
dois dimeros interagem quando se li- 
gam cooperativamente a sítios adjacen- 
tes no DNA. (Adaptada, com permissão, 
de Ptashne M. e Gann À. 2002. Genes & 
signals, p. 36, Fig. 1.17. © Cold Spring 
Harbor Laboratory Press.) 


FIGURA 18-25 Posições relativas dos sítios promotor e operador em O). Observa- 
-se que O se sobrepõe à região —35 de P, por 3 pb, e de Psy por 2 pb. Esta diferença é su- 
ficente para P, ser reprimido e Py ser ativado pelo repressor ligado a O.;. (b, Adaptada, com 
permissão, de Ptashne M. 1992. A genetic switch: Phage and higher organisms, 2nd ed. © 
Blackwell Science) 
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FIGURA 18-26 Ligação coope- 
rativa do repressor de À ao DNA. Os 
monômeros do repressor de A interagem 
para formar dimeros, e estes dimeros in- 
teragem para formar tetrâmeros. Essas 
interações garantem que a ligação entre 
o repressor e o DNA seja cooperativa. Essa 
ligação cooperativa é auxiliada ainda pelas 
interações entre os tetrâmeros do repres- 
sorem O,, interagindo com outros em O, 
(ver adiante no texto e na Fig. 18-28). 


Os, (Fig. 18-26). (Sem a cooperação, seria necessária uma concentração 10 ve- 
zes maior de repressor para sua ligação a O,..) Oy; não está ligado: o repressor 
ligado cooperativamente em Oy, € O; não consegue, simultaneamente, fazer 
contato com um terceiro dímero em um sítio adjacente. 

O conceito da ligação cooperativa já foi discutido, e foi visto um exem- 
plo: a ativação dos genes Jac pela CAP. Como neste caso, a ligação cooperativa 
de repressores é mera consequência do contato entre eles quando se ligam 
simultaneamente a sítios de uma mesma molécula de DNA. 

Uma discussão mais detalhada sobre as causas e os efeitos da ligação co- 
operativa é apresentada no Quadro 18-4, Concentração, afinidade e ligação 
cooperativa. A ligação cooperativa de proteínas reguladoras assegura que as 
alterações no nível de expressão de um determinado gene possam ser marcan- 
tes, mesmo em resposta a pequenas alterações no sinal que controla o gene. 
A indução lisogênica de à, discutida a seguir, fornece um excelente exemplo 
da sensibilidade desse controle. Em alguns sistemas, a ligação cooperativa en- 
tre ativadores também é a base da integração de sinais (ver discussão sobre 
B-interferon no Cap. 19). 


O repressor e Cro ligam-se em padrões diferentes 
para controlar os crescimentos lítico e lisogênico 


Como o repressor e Cro controlam os diferentes padrões de expressão gêni- 
ca associados aos diferentes modos de replicação de A? Como mostrado na 
Figura 18-27, no crescimento lítico, um único dímero de Cro liga-se a Ox; este 
sítio sobrepõe-se a Ps, e, assim, Cro reprime este promotor (que, de qualquer 
maneira, na ausência de ativador só funcionaria em baixos níveis por ser um 
promotor fraco) (Fig. 18-27). Como nem o repressor nem Cro estão ligados a 
Op, ou Oy P, liga-se à RNA-polimerase e dirige a transcrição dos genes líticos; 
P, atua da mesma maneira. P, e P, são promotores fortes que não necessitam 
de ativador. 


FIGURA 18-27 Ação do repressor de À e Cro. O repressor ligado a O, e Ox, desliga a 
transcrição a partir de P,. O repressor ligado a Os, entra em contato com a RNA-polimerase no 
Pau ativando a expressão do gene ci (repressor). Oy, está dentro do Psu; Cro ai ligado reprime a 
“transcrição de cl. (Adaptada, com permissão, de Ptashne M. e Gann A. 2002. Genes & signals, 
p.30, Fig. 1.13. © Cold Spring Harbor Laboratory Press.) 
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CONCEITOS AVANÇADOS 


Quadro 18-4 Concentração, afinidade e ligação cooperativa 


O que significa falar sobre sítios de ligação “fortes” e “fra- 
cos"? Dizer que duas moléculas se reconhecem ou interagem 
entre si - como uma proteína e seu sítio no DNA, exem- 
plo - significa que elas têm alguma afinidade entre si. O fato 
de essas moléculas serem encontradas efetivamente ligadas 
em algum momento depende (1) de quão alta é esta afinida- 
de (ie, quão fortemente elas interagem) e (2) da concentra- 
ção das moléculas. 

Como foi enfatizado no Capítulo 3, as interações mole- 
culares que sustentam a regulação em sistemas biológicos 
são reversíveis: quando moléculas que interagem se encon- 
tram, elas permanecem juntas por um período de tempo e 
então se separam. Quanto maior a afinidade, mais intima- 
mente as duas moléculas se unem e, em geral, mais longo 
é o tempo que permanecem unidas antes de se separar. 
Quanto maior sua concentração, mais frequentemente elas 
se encontrarão, Assim, maior afinidade e maior concentração 
possuem efeitos semelhantes: ambas resultam nas duas mo- 
léculas, em geral, passando mais tempo ligadas uma à outra. 


Visualização da cooperação 

A cooperação pode ser expressa em termos de afinidade au- 
mentada. O repressor tem maior afinidade por O,, do que 
por O,,. Mas uma vez ligado a O,,, O repressor pode ligar-se 
a Oy; mais fortemente porque ele interage não apenas com 
Oyo, mas também com o repressor ligado a Ox. Isoladamen- 
te, nenhuma dessas interações é muito forte, mas, quando 
combinadas, aumentam substancialmente a afinidade da li- 
gação do segundo repressor. Como discutido no Capítulo 3, 
a relação entre energia de ligação e equilibrio é exponencial 
(ver Tab. 3-1). Por isso, a simples duplicação da energia de 
ligação aumenta a afinidade em uma ordem de magnitude. 

Outro modo de visualizar o funcionamento da coope- 
ração é considerá-la como uma força que aumenta a con- 
centração local de repressor. Visualize o repressor coopera- 
tivamente ligado a Op; ou Ox. Embora o repressor em Og; 
periodicamente se libere do DNA, ele está preso ao repressor 
em O, e, assim, permanece próximo de O,,. Isso aumenta 
efetivamente a concentração local de repressor na vizinhança 
do sítio e garante que o repressor se religue com frequência. 

Se dispensarmos a cooperatividade e apenas aumen- 
tarmos a concentração do repressor na célula, quando este 
for liberado de O,,, ele não será mantido nas proximidades 
pelo repressor em O,, e normalmente será descartado antes 
de poder religar-se a Oxz. Porém, em altas concentrações de 
repressor é provável que uma nova molécula de repressor se 
aproxime de O, e se ligue a ele, Portanto, mesmo que cada 
dimero do repressor fique em O,, por um curto período de 
tempo, mantendo-o próximo ou aumentando o número de 
substituições possíveis, a probabilidade de o repressor ser li 
gado irá aumentar em um dado momento, 

Outro modo de pensar sobre a ligação cooperativa é 
como um efeito entrópico. Quando uma proteína livre em so- 
lução altera sua condição para ligada e limitada a um sítio de 
ligação com o DNA, a entropia do sistema diminui. Entretan- 
to, um repressor mantido próximo de Oş, pela interação com 
outro repressor em Os, já está limitado, em comparação ao 
estado livre. A religação desse repressor restringido tem um 
custo entrópico menor do que a ligação de um repressor livre. 


São vistos, portanto, três aspectos pelos quais a coope- 
ração pode ser considerada. Também devem ser consideradas 
algumas consequências da ligação cooperativa que a tornam 
útil em biologia. Por exemplo, a cooperatividade não apenas 
permite que um sítio fraco seja preenchido em uma concen- 
tração de proteina menor do que sua afinidade inerente po- 
deria prever, mas também muda a inciinação da curva que 
descreve o preenchimento do sítio com alterações em con- 
centração. Para entender o que isso quer dizer, considere-se 
como exemplo uma proteina que se liga cooperativamente 
a dois sítios fracos, A e B. Estes sítios passarão de completa- 
mente vazios para quase completamente cheios ao longo de 
uma faixa de concentração de proteina muito mais estreita 
do que passaria um único sítio (Fig. 1 deste quadro). Na ver- 
dade, a cooperatividade no sistema À é ainda maior do que 
o esperado porque grande parte do repressor livre (1 e,, que 
não está ligado ao DNA) é encontrada como monômero na 
célula: em essência, é uma ligação cooperativa de quatro 
monômeros, em vez de dois dímeros estáveis, adicionando 
à natureza coordenada da formação de complexo no DNA 
e adicionando, assim, à inclinação da curva, Mas por que a 
cooperação torna a curva de ligação mais abrupta? 

Jó se viu como um sítio é preenchido em uma concen- 
tração de repressor mais baixa do que a sugerida por sua 
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QUADRO 18-4 FIGURA 1 Reação de ligação coope- 
rativa. A linha preta mostra a curva que descreve a ligação 
de uma proteina a um único sítio fraco no DNA, e a linha 
vermelha mostra a mesma reação quando a mesma proteína 
pode ligar-se cooperativamente a dois sítios idênticos lado a 
lado (a interação adiciona apenas 2 kcal/mol de energia de 
ligação extra). O eixo do x mostra uma escala em log da con- 
centração de proteína, e o eixo do y mostra a ocupação dos 
sítios. Como mostrado, o sítio está 99% cheio em uma con- 
centração de proteina 30 vezes menor quando a ligação é co- 
operativa. (Adaptada, com permissão, de Ptashne M. 2004. 
A genetic switch: Phage lambda revisited. © Cold Spring 
Harbor Laboratory Press.) 
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Quadro 18-4 (Continuação) 


afinidade, mas como a ligação diminui tão rapidamente à 
medida que a concentração de repressor diminui? Considere 
as interações entre componentes de qualquer sistema: à me- 
dida que a concentração dos componentes é reduzida, uma 
dada interação qualquer entre dois deles irá ocorrer com me- 
nor frequência. Se o sistema exigir interações múltiplas entre 
vários componentes diferentes, isso se tornará muito raro em 
baixas concentrações. Assim, a ligação de quatro monômeros 
de uma proteina a dois sítios exige várias interações (na ver- 
dade, sete); a chance de associação dos vários componentes. 
individuais é drasticamente reduzida à medida que a concen- 
tração de cada um diminui. 


Cooperatividade e especificidade da ligação ao DNA 

Um aspecto final importante da ligação cooperativa é que 
ela impõe especificidade à ligação com o DNA. A ativação do 
promotor lac pela CAP demonstra isso. CAP recruta a RNA- 
-polimerase para os promotores que contêm sítios especifi- 
cos para CAP (em oposição a outros promotores de afinidade. 
comparável, que não têm sítios de CAP). Da mesma maneira, 
o repressor de à em Oy, dirige outra molécula de repressor 
para ligar-se ao sítio fraco adjacente a ele, não a outro sítio 
de igual afinidade em qualquer outro local da célula. Na ver- 
dade, a cooperatividade é vital para garantir que as proteinas 
possam ligar-se com especificidade suficiente para que a vida 
funcione como a conhecemos. 

Para ilustrar esse fato, considere-se uma proteina ligada a 
um sítio de DNA. Essa proteína tem alta afinidade por seu sítio 
correto. No entanto, o DNA intracelular apresenta um gran- 
de número de sítios potenciais (embora incorretos) de ligação 
para essa proteina. Por isso, não é apenas a afinidade absoluta 
da proteina por seu sítio correto que é importante, mas sua 
afinidade por este sítio comparada com a afinidade pelos de- 
mais sítios incorretos. E deve-se ter em mente que os sítios in- 
corretos estão em concentrações muito maiores do que o sítio 
correto (representando, como o fazem, todo o DNA da célula, 
exceto o sítio correto). Assim, mesmo que a afinidade pelos 
sítios incorretos seja menor do que a afinidade pelo sítio corre- 
to, a maior concentração deles assegura que a proteina os ava- 
lie frequentemente, enquanto tenta alcançar o sítio correto. 

É necessária uma estratégia que aumente a afinidade 
pelo sítio correto, sem favorecer interações com sítios incor- 


retos. Aumentar o número de contatos entre a proteina e seu 
sítio no DNA (p. ex., tornando a proteína maior) não resolve, 
porque também tende a aumentar a ligação aos sítios incor- 
retos. Se a afinidade pelos sítios incorretos for muito gran- 
de, a proteína jamais encontrará seu sítio correto; ela gas- 
tará tempo demais experimentando sítios incorretos. Neste 
caso, um problema de cinética substitui o da especificidade, 
e pode ser igualmente destrutivo. 

A cooperação resolve o problema. Ligando-se coope- 
rativamente a dois sítios adjacentes, uma proteína aumenta 
enormemente sua afinidade por eles, sem aumentar a afini- 
dade por outros sítios. A afinidade pelos sítios incorretos não 
aumenta, simplesmente porque a chance de duas moléculas 
de uma proteina se ligarem ao mesmo tempo a sítios incorre- 
tos muito próximos (permitindo que a cooperação estabilize 
essa ligação) é extremamente pequena. Apenas quando en- 
contram seus sítios corretos é que elas permanecem ligadas 
por tempo suficiente para dar chance de uma segunda pro- 
teina ligar-se. 


Cooperatividade e alosteria 
Neste capítulo, o termo cooperação (ou cooperatividade) foi 
utilizado para definir um mecanismo específico de ligação 
cooperativa, porém, esse termo também é usado em outros 
contextos que aplicam diferentes mecanismos. Em geral, po- 
de-se dizer que a cooperação descreve qualquer situação em 
que dois ligantes se ligam a uma terceira molécula, de modo 
que a ligação de um deles auxilia a ligação do outro. Com 
relação às proteinas de ligação ao DNA consideradas aqui, a 
cooperação é mediada por simples interações adesivas que 
promovem um aumento da energia de ligação, mas em ou- 
tras situações a cooperação pode ser mediada por eventos 
alostéricos. O melhor exemplo disso talvez seja a ligação das 
moléculas de oxigênio à hemoglobina. 

A hemoglobina é um homotetrâmero, e cada subuni- 
dade liga uma molécula de oxigênio. Essa ligação é coope- 
rativa: quando o primeiro oxigênio se liga, provoca uma al- 
teração conformacional que imobiliza o sítio de ligação para 
o próximo oxigênio em uma conformação de alta afinidade, 
Neste caso, portanto, não existe uma interação direta entre 
os ligantes, mas, ao desencadear uma transição alostérica, 
um ligante aumenta a afinidade do seguinte. 


Durante a lisogenia, Ps, está ligado enquanto P, e P, estão desligados. 
O repressor ligado cooperativamente em O,, € O,, bloqueia a ligação da 
RNA-polimerase em P, reprimindo a transcrição a partir deste promotor 
(Fig. 18-27). No entanto, o repressor ligado em O,, ativa a transcrição a partir 
de Pee 

Retornemos brevemente à questão de como o fago escolhe entre essas 
vias alternativas. Primeiro, porém, consideremos a indução — como o estado 
lisogênico, esquematizado anteriormente, troca para a alternativa lítica quan- 
do a célula é ameaçada. 


A indução lisogênica requer a clivagem 
proteolítica do repressor de À 


E. coli sente e responde a danos ao DNA, e faz isso pela ativação da função de 
uma proteína chamada RecA. Esta enzima está envolvida em recombinação 
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(daí o seu nome; ver Cap. 11), mas tem outra função: estimular a autocliva- 
gem proteolítica de determinadas proteínas. O substrato principal para essa 
atividade é uma proteína repressora bacteriana chamada LexA, que reprime 
os genes que codificam as enzimas de reparo do DNA. A RecA ativada estimu- 
la a autoclivagem de Lexa, libertando esses genes da repressão. Esse mecanis- 
mo é chamado de resposta SOS (ver Cap. 10). 

Se a célula for lisógena, o prófago tem o máximo interesse em escapar 
dessas circunstâncias ameaçadoras. Assim, o repressor de À evoluiu para asse- 
melhar-se a LexA, garantindo que ele também seja autoclivado em resposta 
ao RecA ativado. A reação de clivagem remove o domínio C-terminal do re- 
pressor, de modo que a capacidade de dimerização e cooperação são imediata- 
mente perdidas, Como essas funções são essenciais para a ligação do repressor 
com O, € O, (nas concentrações de repressor encontradas no lisógeno), a 
perda da cooperação garante a dissociação do repressor desses sítios (e tam- 
bém de O,, e O4). A perda da repressão desencadeia a transcrição a partir de P, 
e de P,, levando ao crescimento lítico. A transcrição a partir de P, gera rapida- 
mente Cro, o qual se liga a O, € bloqueia qualquer síntese posterior de repres- 
sor a partir de P,,, Esta ação garante que a decisão de induzir seja irreversível. 

Para que a indução ocorra de modo eficiente, o nível de repressor no li- 
sógeno precisa ser rigorosamente regulado. Se os níveis forem baixos demais, 
em condições normais, o lisógeno pode sofrer indução espontânea; se os ní- 
veis forem altos demais, a indução apropriada seria ineficiente. Neste último 
caso, o motivo é que uma quantidade maior de repressor deve ser inativada 
(pela RecA) para que a concentração baixe o suficiente para liberar Op, € Ogy- 
Já se viu como o repressor garante que seu nível nunca atinja níveis mui- 
to baixos: ele ativa sua própria expressão, um exemplo de autor: 
positiva. Mas como ele garante que os seus níveis nunca sejam elevados 
demais? O repressor também é capaz de regular-se negativamente. 

Aautorregulação negativa funciona da seguinte maneira. A Figura 18-27 
mostra o Phy sendo ativado pelo repressor (em Op) para produzir mais repressor. 
Se a concentração atingir níveis muito altos, porém, o repressor irá se ligar tam- 
bém a O,, e reprimir P,, (de maneira análoga à ligação de Cro a O, € à repressão 
de Py). Isso impede a síntese de mais moléculas de repressor até que a concen- 
tração diminua para um nível que libere Op. 

É importante ressaltar que o termo “indução” é utilizado tanto para des- 
crever a alteração do crescimento lisogênico para lítico em à, quanto para 
a ativação dos genes lac em resposta à lactose, Esse uso comum origina-se 
do fato de os dois fenômenos terem sido estudados em paralelo por Jacob e 
Monod (ver Quadro 18-2). Também é importante notar que, assim como a 
lactose induz uma alteração conformacional no repressor Lac para aliviar a re- 
pressão nos genes lac, também os sinais de indução de À agem causando uma 
alteração estrutural (no caso, uma clivagem proteolítica) no repressor de à. 


A autorregulação negativa do repressor exige interações 
de longa distância e uma grande alça de DNA 


A ligação cooperativa de dímeros de repressor a operadores adjacentes como 
Os, € Osz já foi discutida. Existe um nível adicional de ligação cooperativa, ob- 
servado no prófago de um lisógeno, essencial para a autorregulação negativa. 
Dimeros de repressor em O,, € O, interagem com dímeros de repressor liga- 
dos cooperativamente em O,, e O,,. Estas interações produzem um octâmero 
de repressor. Cada dímero do octâmero é ligado a um ativador separado. 
Para acomodar a interação de longa distância entre repressores em O, € 
O, o DNA entre estas regiões operadoras (cerca de 3,5 kb, incluindo o próprio 
gene cl) deve formar uma alça (Fig. 18-28). Quando a alça é formada, Oy, é 
mantido próximo a O,.: Isso permite que outros dois dímeros de repressor se 
liguem cooperativamente a esses dois sítios. Esta cooperatividade implica a 
ligação de O,, ao repressor em uma concentração menor do que a normal - de 
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FIGURA 18-28 Interação dos re- 
pressores em O, e O,. Repressores em 
O, e O, interagem como mostrado. Estas 
interações estabilizam a ligação. Desta 
maneira, as interações aumentam a re- 
pressão de P, e P, e permitem a ligação 
do repressor a O,, em concentração mais 
baixa do que seria possível normalmente. 
Os repressares ligados em O., e O, estão 
mostrados em cor mais ciara para indicar 
que eles serão ligados apenas quando a 
concentração do repressor ultrapassar 
um certo nível, como descrito no texto. 
(Adaptada, com permissão, de Ptashne 
M. e Gann A. 2002. Genes & signals, 
p. 35, Fig: 1.16 © Cold Spring Harbor 
Laboratory Press.) 


FIGURA 18-29 | Interações entre o 
domínio C-terminal dos repressores 
de A. A parte superior da figura mostra 
uma representação esquemática de dois 
dímeros do domínio C-terminal do repres- 
sor de A. Estão indicados dois trechos, 
aqui chamados de B e R, na superfície do 
domínio que medeiam as interações entre 
dois dímeros para gerar um tetrâmero, 
em um primeiro momento e, então, entre 
dois tetrâmeros para gerar um octâmero 
(a forma encontrada quando o repressor 
está cooperativamente ligado aos quatro 
sítios, Os, Oss, Oy e Os). Assim que o 
octâmero é formado, não há espaço para 
outro dímera entrar no complexo e, por- 
tanto, o octâmero é a estrutura de mais 
alta ordem a se formar. (Modificada, com 
permissão, de Bell et al. 2000. Cell 101: 
801-811, Figs. 4a, b e Sa-c. © Elsevier) 


fato, em uma concentração apenas um pouco mais alta do que a necessária 
para ligar a O,, € Op. Assim, a concentração de repressor é rigorosamente con- 
trolada: pequenos decréscimos são compensados por um aumento na expres- 
são do gene e os acréscimos, pela desativação do gene. Isso explica por que à 
lisogenia pode ser tão estável ao mesmo tempo em que garante uma indução 
muito eficiente. 

A estrutura do domínio carboxiterminal do repressor de à, interpretada 
à luz de estudos genéticos iniciais, revela a base da formação de dímeros, 
mas também mostra como dois dímeros interagem para formar um tetrâmero 
(como ocorre quando o repressor está ligado cooperativamente a Oy; € Ou). 
Além disso, a estrutura revela também a base da forma octamérica e demons- 
tra que esta é a mais alta ordem de oligômeros que o repressor pode formar 
(Fig. 18-29). 

No Quadro 18-5, Evolução do comutador de à, discute-se como os cir- 
cultos de controle que controlam os crescimentos lisogênico e lítico, e o pro- 
cesso de indução, podem ter evoluído. Especificamente, discute-se como as 
interações entre repressor e Cro, seus sítios de ligação, e os promotores que 
eles regulam, podem ter evoluído até sua elaborada forma atual em pequenas 
etapas a partir de um sistema rudimentar ancestral. 


Outro ativador, À CII, controla a decisão entre os 
crescimentos lítico ou lisogênico no momento 
da infecção de um novo hospedeiro 


Viu-se como o repressor de à e Cro controlam os crescimentos lisogênico e lí- 
tico e a alteração de um estado para outro por meio da indução. Agora volta-se 
para os eventos iniciais da infecção, que determinam a via que o fago escolhe- 
rá inicialmente. Os produtos de dois outros genes de à, cll e clll, são funda- 
mentais para esta escolha. É preciso expandir levemente o mapa da região re- 
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FIGURA 18-30 Genes e promoto- 
res envolvidos na decisão lítico/liso- 
gênico. O gene N, situado entre P, e cill, 
não é apresentado aqui (ver Fig. 18-21). 


guladora de À para ver onde cll e clIl estão: clI está à direita de cl e é transcrito 
a partir de Py; CIII, à esquerda de cl, é transcrito a partir de P, (Fig. 18-30). 
Como o repressor de à, a proteína CII é um ativador transcricional. Ela 
liga-se a um sítio a montante do promotor, chamado P, (do inglês, repressor 
stablishment [estabelecimento do repressor]), e estimula a transcrição do gene cl 


EXPERIMENTOS-CHAVE 


Quadro 18-5 Evolução do comutador de à 


Foram enfatizados vários dos meandros que permeiam os 
mecanismos de tomada de decisão pelo bacteriófago A: 
como ele escolhe entre os desenvolvimentos litico e liso- 
gênico, e como ele pode intercambiar de maneira eficiente 
do estágio de prófago estável para vírus de replicação líti- 
ca, Muitas das sutilezas que conferem estas caracteristicas. 
ao sistema foram discutidas: ligação cooperativa, regulações 
autopositiva e negativa, uso de repressores com efeitos opos- 
tos, e assim por diante. Enfatizar a intricada interação destas 
características, e quão interdependentes elas são no fago que 
se vê hoje, levanta a questão de como este sistema pode- 
ria ter evoluído em etapas simples a partir de uma versão 
primitiva inicial. Esta é uma questão importante quando são 
considerados todos os sistemas biológicos, e isso é abordado 


aqui F LI 

apresentado um modelo proposto de passos para 
como o comutador de à pode ter evoluído a partir de uma 
versão rudimentar (Fig. 1 deste quadro), Em cada passo, uma 
simples adição foi feita a um sistema que já é funcional, para 
produzir um sistema que funciona um pouco melhor. 

Nos últimos anos, uma série de experimentos explorou 
as questões levantadas neste esquema. Estes estudos apon- 
tam para a facilidade relativa com a qual a evolução poderia 
ter moldado o comutador de à. Assim, cada caracteristica 
aparentemente crucial do comutador existente foi eliminada 
por mutação, tornando o fago deficiente em vários compor- 
tamentos; o fago mutante pode, por exemplo, lisogenizar 
com menor eficiência ou formar lisógenos que são instáveis, 
ou talvez estáveis demais, tornando a indução muito fácil ou 
muito difícil. 

Outras mutações que compensavam o defeito original 
foram, então, encontradas em cada caso. Estes experimen- 
tos revelaram que, longe da complexidade irredutível que 
pode na superfície parecer existir para esse sistema, a perda 
de uma característica qualquer, individualmente “essencial”, 
poderia ser compensada, ao menos parcialmente, pela alte- 
ração de outra. Por exemplo, a autorregulação positiva foi 
eliminada pela introdução de uma mutação pc no gene ci 
do fago. Uma mutação pc, como se discutiu anteriormente 
para CAP, elimina a função de ativação de um ativador. As- 
sim, neste caso, o fago mutante geraria um repressor que 
ainda consegue ligar-se ao DNA e reprimir a transcrição, mas 
não consegue ativar a expressão de mais repressor a partir 
de Pay. Este fago mutante pode formar lisógenos, mas eles 
são muito instáveis porque os níveis de repressor são baixos. 


A introdução de outras alterações que fortalecem o promo- 
tor de Pw compensa isso em grande parte, tornando os li- 
sógenos mais estáveis e mais semelhantes aos produzidos 
pelo à selvagem. O Psy fortalecido pode dirigir a expressão 
de mais repressor sem ser ativado pelo repressor existente, 
Parece que ter regulação autopositiva do repressor fornece 
ao fago selvagem uma vantagem (explicando por que todos 
os fagos lambdoides conhecidos possuem esta caracterist- 
ca), mas não é completamente essencial para que o sistema 
funcione bem. Assim, pode-se ver um passo intermediário na 
evolução do sistema moderno. 

Em outro exemplo, a ligação cooperativa pelo repres- 
sor também mostrou ser uma característica que, embora 
vantajosa, não é completamente necessária para que o fago 
funcione em uma maneira rudimentar. Assim, a ligação coo- 
perativa foi substancialmente enfraquecida pela introdução 
de mutações que haviam demonstrado interromper as intera- 
ções cooperativas entre os dimeros de repressor. Fagos con- 
tendo este gene de repressor mutante não conseguiam for- 
mar isógenos. Mas a adição de outras modificações - uma 
novamente fortalecendo o Psu, e outra fortalecendo o sítio 
de ligação O,, para o repressor — juntamente geraram um 
fago que agora poderia formar lisógenos, embora de manei- 
ra menos eficiente que o à selvagem, 

Em um conjunto posterior de experimentos, o comuta- 
dor de à foi desmontado e remontado para testar ideias cru- 
ciais acerca de como ele funciona e como ele surgiu. No mais 
recente e ambicioso experimento, o gene do repressor foi 
substituído por um gene de proteina repressora bacteriana, o 
repressor Tet, e no mesmo fago, o gene de Cro foi substituído 
por lacl, gene que codifica o repressor Lac. Além disso, sítios 
operadores do fago foram modificados para permitir que es- 
tes dois repressores bacterianos se ligassem com padrões que 
mimetizavam alguns dos padrões de ligação essenciais do 
repressor de à e de Cro no à selvagem. 

Fagos gerados com estes trechos heterólogos podiam 
recapitular alguns dos comportamentos do À selvagem. 
Como a ligação de ambos os repressores empregados no 
fago modificado pode ser precisamente titulada por peque- 
nas moléculas (indutores de /ac e tet), outras manipulações 
sutis podem agora ser utilizadas para investigações adicio- 
nais sobre o funcionamento e as possíveis origens do siste- 
ma dea. 


(continua) 
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Quadro 18-5 (Continuação) 


Em conjunto, estas várias abordagens experimentais 
tornam dois pontos claros. Primeiro, o comutador de à po- 
deria ter facilmente evoluído por meio de uma série de eta- 
pas, cada uma delas adicionando um novo nível de regulação 
a um sistema que antes funcionava com menor eficiência, 
mas que funcionava. Isso é o que se esperaria de qualquer 


neiras alternativas de alcançar um comportamento qualquer. 
Entender os detalhes da solução que finalmente surgiu pode 
tornar o problema de como ele evoluiu parecer muito mais 
difícil do que necessariamente era; ou seja, a solução final foi 
apenas uma dentre várias soluções que teriam funcionado se 
tivessem sido testadas. 


sistema que evoluísse por seleção natural. Segundo, há ma- 
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QUADRO 18-5 FIGURA 1 Estágios hipotéticos da do comutador de à. (Estágio 1) O genoma primitivo de à 
possui dois promotores, um dirigindo a expressão dos genes líticos (P,) e outro para o gene do repressor (Ps). Um único sítio 
de ligação ao repressor à sobrepõe- 
síntese não é regulada. (Estágio 2) Aqui, o único sítio de ligação ao repressor foi movido para perto de Pau (agora na posição 
de 0,,), de maneira que o repressor ligado contacta a polimerase em Pu e, assim, estimula este promotor ao mesmo tempo 
em que reprime P, (Estágio 3) Um segundo sítio de ligação ao repressor foi introduzido (na posição de O,,). Além disso, uma 
nova superficie de interação proteina-proteina foi introduzida, permitindo a ligação cooperativa de dímeros de repressor aos 

tic para o sistema que aumentam a 


este sítio, o repressor regula concentração perman 
crítico e garante um mecanismo de comutador eficiente. (Adaptada, com permissão, de Ptashne M. e Gann A. 1998. Curr. Biol. 
8: R812-R822. O Elsevier.) 


sua própria síntese de modo que sua nece abaixo de um nível 
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(repressor) a partir desse promotor. Portanto, o gene repressor pode ser transcri- 
toa partir de dois promotores diferentes (Ps € Pyy). 

Ps, é um promotor fraco, porque sua sequência -35 é muito pobre. A pro- 
tefna CII liga-se a um sítio que se sobrepõe à região -35, mas está localizado 
na face oposta da hélice de DNA; interagindo diretamente com a polimerase, 
CII ajuda esta a ligar-se ao promotor. 

Apenas quando repressor suficiente tiver sido gerado a partir de Pyy este 
repressor poderá ligar-se a O,, € Ops e dirigir sua própria síntese a partir de Pyy 
Portanto, vê-se que a síntese do repressor é estabelecida pela transcrição a 
partir de um promotor (estimulado por um ativador) e depois mantida pela 
transcrição a partir de outro promotor (sob seu próprio controle — autorregu- 
lação positiva). 

Pode-se ver agora, em resumo, como o CII orquestra a decisão entre o de- 
senvolvimento lítico e o lisogênico (Fig. 18-31). Durante a infecção, a trans- 
crição é imediatamente iniciada a partir dos dois promotores constitutivos, 
Py e P, O P, dirige a síntese de Cro e de CII. A expressão de Cro favorece o 
desenvolvimento lítico: uma vez que Cro alcança um determinado nível, ele 
irá se ligar a Oy, € bloquear Piu. A expressão de CII, por outro lado, favorece 
o crescimento lisogênico, porque promove a transcrição do gene repressor 
(Fig. 18-31). Para uma lisogenia bem-sucedida, o repressor deve, então, ligar- 
-se a O, € Ops é ativar Pay 

A eficiência com a qual CII dirige a transcrição do gene cl e, portanto, a 
taxa com a qual o repressor é gerado, é a etapa crítica na decisão de como À 
vai se desenvolver. O que determina a eficiência de CII em uma determinada 
infecção? 


O número de partículas de fago que infecta uma 
dada célula determina se a infecção prossegue 
pela via lítica ou pela via lisogênica 


Multiplicidade de infecção (moi) é uma medida de quantas partículas de fago 
infectam uma dada célula bacteriana em uma população. Se o número médio 
for um ou menos partículas de fago por célula, a infecção provalvemente re- 
sultará em lise, Se o número de partículas de fago for dois ou mais, há maior 
probabilidade de produzir lisogenia. À medida que o número de fagos por 
célula se torna menor, a tendência em direção à infecção lítica aumenta, e à 
medida que o número se torna maior, a probabilidade de lisogenia aumenta 
de maneira semelhante. 

Mecanisticamente, isso faz sentido. Quanto maior o número de genomas 
de fago que entrar na célula e começar a transcrever a partir de P, e P, mais 
CII e CII será produzido, e maior será a chance de que pelo menos um destes 
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FIGURA 18-31 Estabelecimento 
da lisogenia. O gene cl é transcrito a 
partir de P,. para estabelecer a lisogenia 
ea partir de Psy para manter essa condi- 
ção. O repressor ligado em Os, e Ox não 
só ativa o modo de manutenção, como 
também desativa o estabelecimento da 
expressão, Observa-se que P, não apenas 
controla os genes líticos, mas também a 
expressão de cil e, por isso, é importante 
na lisogenia e no desenvolvimento litico. 
Da mesma maneira, embora não mos- 
trado na figura, P, que controla muitos 
genes Ííticos, também controla o gene 
cill, que auxilia no estabelecimento da 
lisogenia (ver texto). (Adaptada, com per- 
missão, de Ptashne M. e Gann A. 2002, 
Genes & signals, p. 31, Fig. 1.14. © Cold 
Spring Harbor Laboratory Press.) 
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genomas de fago estabeleça a síntese de repressor e se integre ao cromossomo 
bacteriano. Contanto que um fago infectante faça isso, os outros serão subse- 
quentemente bloqueados de desenvolvimento lítico. 

Pode-se especular por que À está programado para responder desta manei- 
ra — por que ele escolhe desenvolver-se pela via lisogênica quando em uma 
população de muitos fagos e poucas bactérias, por exemplo. Se houver poucas 
células bacterianas, então a disponibilidade de hospedeiro para o próximo 
ciclo de infecção será limitada, e assim o fago poderá se beneficiar ao se tor- 
nar dormente em um lisógeno em vez de arriscar não encontrar mais células 
hospedeiras ao fim de uma infecção lítica. As condições de crescimento das 
células bacterianas também influenciam o resultado de uma infecção, como 
descrito a seguir. 


As condições de crescimento de E. coli 
controlam a estabilidade da proteína CII e, 
portanto, a escolha lítica/lisogênica 


Ao infectar uma população de bactérias saudáveis e em crescimento vigoro- 
so, o fago tende a propagar-se liticamente, liberando sua progênie em um 
ambiente rico em células hospedeiras novas. Quando as condições para o 
crescimento bacteriano são pobres, o fago tem maior probabilidade de for- 
mar lisógenos e esperar: novamente, é provável que hajam poucas células 
hospedeiras na vizinhança para serem infectadas por uma progênie de fagos. 
Essas diferentes condições de crescimento influenciam CII como segue. 

Em E. coli, CII é uma proteína muito instável; ela é degradada por uma 
protease específica chamada FtsH (HfIB), codificada pelo gene hfl. Assim, a 
velocidade com que CII pode promover à síntese do repressor é determinada 
pela rapidez de sua degradação pela FtsH. Células desprovidas do gene hfl 
(e, portanto, de FtsH) quase sempre formam lisógenos ao serem infectadas 
por à: na ausência da protease, CII é estável e dirige a síntese de repressor. 
A própria atividade de FtsH é regulada pelas condições de crescimento da 
célula bacteriana, e embora não se saiba exatamente como isso é realizado, 
pode-se afirmar o seguinte. Se o crescimento for bom, FtsH será bastante 
ativo, CII será destruído de maneira eficiente, o repressor não será gerado 
e o fago tenderá a crescer pela via lítica. Em condições precárias de cresci- 
mento ocorre o oposto: baixa atividade de FtsH, degradação lenta de CII, 
acúmulo de repressor e tendência para o crescimento lisogênico. Os níveis 
de CII também são modulados pela proteína CIII do fago. CIII estabiliza CII, 
provavelmente porque age como substrato alternativo para FtsH (como um 
substrato competidor). 

Os genes cl, cll e clll foram isolados por triagens genéticas explicadas no 
Quadro 18-6, Abordagens genéticas que identificaram genes envolvidos na 
escolha lítico/lisogênico. 

Um segundo promotor dependente da proteína CII, P, tem uma se- 
quência semelhante à de P,, e está localizado à frente do gene int do fago 
(ver Fig. 18-21); este gene codifica a enzima integrase, que catalisa a recom- 
binação sítio-específica do DNA de À no cromossomo bacteriano, para for- 
mar o prófago (ver Cap. 12). Um terceiro promotor dependente de CII, Pyy 
localizado na metade do gene Q, atua retardando o desenvolvimento lítico e, 
portanto, promove o desenvolvimento lisogênico. Isso ocorre porque o RNA 
do P, age como uma mensagem antisense, que se liga à mensagem Q e pro- 
move sua degradação. O Q é outro regulador, e promove as etapas tardias do 
crescimento lítico, como será visto na próxima seção. 


Antitérmino da transcrição no desenvolvimento de à 


No desenvolvimento de à, existem dois exemplos de regulação da transcrição 
após o início, descritos a seguir. Inicia-se com um tipo de regulação positiva 
da transcrição, chamado antitérmino. 
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Quadro 18-6 Abordagens genéticas que identificaram genes envolvidos na escolha lítico/lisogênico 


Os genes envolvidos na escolha ltica/isogênico foram identi- 
ficados por triagens em mutantes de à, que cresciam eficien- 
temente apenas como líticos ou apenas como lisogênicos. 
Para entender como estes mutantes foram encontrados, de- 
ve-se considerar como os fagos são cultivados em laboratório 
(ver Apêndice 1). As células bacterianas podem crescer sobre 
uma placa de ágar, formando uma camada opaca de células 
confluentes. Um fago litico desenvolvido nessa monocama- 
da (ou tapete) produz placas claras, ou buracos (Fig. A-3). 
Normalmente, cada placa é iniciada por um único fago que 
infecta uma célula bacteriana. A progênie do fago dessa in- 
fecção infecta as células vizinhas, e assim por diante, causan- 
do a morte (lise) das células bacterianas vizinhas à célula ori- 
ginalmente infectada, e causando uma zona livre de células 
na monocamada opaca de células bacterianas. 

O bacteriófago à também forma placas, mas elas são 
turvas (ou nubladas) - isto é, a região da placa é mais cl 
do que o tapete não infectado, mas apenas levemente. A 
zão disso é que o à, diferentemente de um fago puramente 
lítico, lisa apenas uma proporção das células que infecta e as 
outras sobrevivem como lisógenas. As lisógenas são resisten- 
tes a infecções subsequentes, podendo crescer na placa sem 
serem afetadas pela massa de partículas fágicas presentes no 
meio. A razão desta “imunidade” é bastante simples: em um 


lisógeno, o DNA do fago integrado (prófago) continua ge- 
rando repressor a partir do Pay. Qualquer novo genoma de À 
que entrar na célula será imediatamente ligado ao repressor, 
O que não permitirá o crescimento lítico. 

Em um estudo clássico, foram isolados mutantes de À 
que formavam placas claras. Esses fagos mutantes são inca- 
pazes de formar lisógenos, mas ainda crescem liticamente. 
Estas mutações claras de à identificaram três genes do fago, 
chamados cl, cil e cill (para claro |, Il e ll). Em outros estu- 
dos, foram isoladas mutações consideradas virulentas (vir). 
Elas definem os sítios do operador aos quais o repressor de 
A seliga e foram isoladas com base no fato de que esse fago 
pode crescer em lisógenas. Por analogia ao sistema lac, os 
mutantes cl são comparáveis aos mutantes de repressor Lac 
(acl); mutantes vir são equivalentes aos mutantes do opera- 
dor fac (lacO) (ver Quadro 18-2). Outra mutação reveladora 
em um gene de hospedeiro foi identificada em um experi- 
mento diferente. O mutante é chamado de hf! (do inglês, 
high frequency of lysogeny lalta frequência de lisogenia)). 
Quando essa linhagem é infectada com à de tipo selvagem, 
ela sempre forma lisógenas, e muito raramente permite 
que o fago cresça pela via lítica. Esta linhagem bacteriana 
é desprovida da protease que degrada a proteina CII de à 
(ver texto). 


Os transcritos controlados pelas proteinas N e Q de À são iniciados per- 


feitamente bem na ausência desses reguladores. Entretanto, eles terminam de 
umas poucas centenas a um milhar de nucleotídeos a jusante do promotor 
caso a RNA-polimerase não tenha sido modificada pelo regulador. Por isso, as 
proteínas N e Q de à são chamadas de antiterminadores. 

A proteína N regula a expressão gênica inicial pela atuação em três ter- 
minadores: um à esquerda do próprio gene N, um à direita de cro, e outro 
entre os genes P e Q (Figs. 18-21 e 18-32). A proteína Q tem um alvo, um 
terminador localizado 200 nucleotídeos a jusante do gene promotor tardio, o 
Py, localizado entre os genes Qe S (ver Figs. 18-21 e 18-32). O óperon do gene 
tardio de à, transcrito a partir de P,., é incrivelmente grande para uma unida- 
de de transcrição procariótica: cerca de 26 kb, distância que a RNA-polimerase 
leva cerca de 10 minutos para percorrer. 

A compreensão sobre o funcionamento dos antiterminadores é incom- 
pleta. Como outras proteínas reguladoras, N e Q atuam sobre genes que 
possuem sequências específicas a cada um dos reguladores. Assim, a pro- 
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FIGURA 18-32 Sitios de reconhe- 
cimento e sítios de ação dos antiter- 
minadores transcricionais N e Q de à. 
A linha superior apresenta o promotor ini- 
cial à direita, £,, e seu terminador inicial, 
tis O sitio nut está dividido em duas re- 
giões, chamadas Caixa A (7 pb) e Caixa B, 
separadas por uma região espaçadora de 
8 pb. A sequência da Caixa B tem simetria 
dupla e, quando transcrita em RNA, for- 
ma uma estrutura em formato de grampo 
(haste-alça). A sequência da fita seme- 
lhante a RNA de nutR é mostrada acima. 
A linha inferior apresenta o promotor P,- 
as sequências essenciais ao funcionamen- 
to da proteina Q e o terminador sobre o 
qual a proteina Q atua. 
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FIGURA 18-33 Como o Q de à 
envolve a RNA-polimerase durante o 
início do alongamento, Sequência de 
eventos no P, de à. (a) A organização dos 
elementos da polimerase no complexo de 
início ligado ao P, de à, O conector oy 
(e,.) é mostrado no canal de saída do 
RNA. (b) O complexo pausado. O trans- 
crito nascente (não mostrado) deslocou 
o conector ay do canal de saída. Isso 
ocorre pouco antes da ligação do Q de à. 
(o) O Q de à é mostrado ligado ao com- 
plexo de alongamento pausado. Os deta- 
lhes dessa interação são descritos no tex- 
to, (Cortesia de Ann Hochschild.) 


teína N impede o término nos óperons iniciais de à, mas não nos outros 
óperons bacterianos ou do fago. As sequências específicas de reconheci- 
mento pelos antiterminadores não se localizam nos terminadores onde 
eles atuam, mas estão posicionadas em algum ponto entre o promotor € o 
terminador. Para N, estes sítios são chamados de sítios nut (N utilization), 
que estão a 60 e 200 nucleotídeos a jusante de P, e P, (ver Fig. 18-32). Con- 
tudo, N não se liga a essas sequências de DNA, mas sim, ao RNA transcrito 
a partir do DNA, que contém uma sequência nut. Portanto, uma vez que 
a RNA-polimerase tenha ultrapassado um sítio nut, N liga-se ao RNA e é 
carregado na própria polimerase. Neste estado, a polimerase é resistente 
aos terminadores que se encontram logo adiante dos genes N e cro. Em à, 
N atua em conjunto com os produtos dos genes bacterianos nusA, nusB, 
nusE e nusG. A proteína NusA é um importante fator de transcrição celular. 
NusE é a proteína da subunidade ribossomal pequena $10, mas seu papel 
na função da proteina N é desconhecido. Nenhuma função celular da pro- 
teína NusB é conhecida. Essas proteínas formam um complexo com N no 
sítio nut, porém, se a concentração de N estiver muito elevada, esta pode 
atuar na ausência das outras, sugerindo que é a própria N que promove o 
antitérmino. 

Diferentemente da proteína N, a proteína Q de à reconhece as se- 
quências de DNA (QBE) entre as regiões -10 e -35 do promotor tardio (P,) 
(ver Fig. 18-32). Na ausência de Q, a polimerase liga-se a Py e inicia a trans- 
crição, para interrompê-la logo após 16 ou 17 nucleotídeos; a seguir, conti- 
nua, mas pausa quando chega ao terminador (ty), cerca de 200 pb a jusante. 
Quando presente, Q liga-se a QBE assim que a polimerase escapa do promotor 
e é transferida deste sítio para a polimerase pausada nas proximidades. Na 
presença de Q, a ela ligada, a polimerase é capaz de transcrever através de ty. 


conector as (0,4) no canal 
de saida do RNA. 
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O fator o da polimerase está envolvido na função Q (ver Fig. 18-33). Pri- 
meiro, a razão pela qual a polimerase pausa logo após o início em P, é porque 
ela encontra uma sequência semelhante ao elemento “10” de um promotor. 
A região 2 de a normalmente reconhece esta sequência, ligando-se a pares 
de bases na fita que não atua como molde, como descrito na Figura 13-8. 
Ela faz o mesmo neste ponto de parada, interrompendo temporariamente 
o progresso da polimerase. Ao mesmo tempo, o transcrito nascente que está 
saindo pelo canal de RNA da enzima facilita rearranjos da interface entre a e o 
núcleo da enzima, revelando parte da região 4 de a que estava anteriormente 
escondida (como descrito no Cap. 13). Então, esta superfície de o é ligada a Q. 

Não se sabe ainda por que este novo complexo de polimerase e Q é im- 
permeável ao terminador a jusante. Mas se vê que o pode estar envolvido 
na regulação a jusante do início e que a região 4 de a pode ser um alvo para 
reguladores que atuam no início e também após este período. 


Retrorregulação: uma interação de controles na síntese e 
na estabilidade do RNA determina a expressão do gene int 


A proteína CII ativa o promotor P, que dirige a expressão do gene int, bem 
como o promotor P,,, responsável pela síntese do repressor (ver Fig. 18-21). 
A proteína Int é a enzima que promove a integração do genoma do fago ao 
da célula hospedeira durante a formação de uma lisógena (ver Cap. 12). Por- 
tanto, durante a infecção, as condições que favorecem a atividade da proteina 
CII dão origem a uma explosão de repressor e da enzima integrase. 

Todavia, o gene int é transcrito tanto a partir de P, como de P, o que leva- 
ria a pensar que a integrase deveria ser produzida mesmo na ausência da 
teína CII Isso não ocorre, porque o mRNA de int iniciado em P, é degradado 
por nucleases celulares, enquanto o mRNA iniciado a partir de P, é estável e 
traduzido na proteína integrase. Isso acontece porque as duas mensagens têm 
estruturas diferentes em suas extremidades 3'. 

O RNA iniciado em P, para no terminador, localizado cerca de 300 nucleo- 
tídeos após o fim do gene int; ele possui uma típica estrutura de haste-alça, 
seguida por seis nucleotídeos de uridina (Fig. 18-34; ver Cap. 13, Fig. 13-13). 
Por outro lado, quando a síntese de RNA é iniciada a partir de P., a RNA-po- 
limerase é modificada pela proteína N e, assim, ultrapassa o terminador e vai 
adiante, Esse mRNA mais longo pode formar uma haste que é um substrato 
para nucleases. Como o sítio responsável por esta regulação negativa está a 
fisante do pene quereeafeia e corno ade gradação oodo em eroana no 
longo do gene, este processo é chamado re: 

A função biológica da retrorregulação é clara. Quando a atividide de 
CII é baixa e o desenvolvimento lítico é favorecido, a enzima integrase 
não é necessária; por isso, seu mRNA é destruído. Porém, quando a ativi- 
dade de CII é elevada e a lisogenia é favorecida, o gene int é expresso para 
promover a recombinação do DNA do fago reprimido com o cromossomo 
bacteriano. 

Existe mais uma sutileza no mecanismo de regulação. Quando um prófa- 
go é induzido, ele precisa produzir integrase (juntamente com outra enzima 
chamada excisonase; ver Cap. 12) para catalisar a formação do DNA do fago 
livre por excisão do DNA bacteriano; ele deve fazer isso independentemente 
do nível de atividade de CII. Nestas circunstâncias, o fago precisa sintetizar 
mRNA de integrase estável a partir de P, apesar da atividade de antitérmino 
da proteina N. Como isso é conseguido? 

Quando o genoma do fago é integrado ao cromossomo bacteriano duran- 
te o estabelecimento da lisogenia, o sítio de ligação do fago no qual ocorre a 
recombinação está entre o fim do gene int e as sequências que codificam a has- 
te estendida a partir da qual a degradação do mRNA é iniciada (ver Fig. 18-21). 
Assim, na forma integrada, o sítio que causa degradação é removido da extre- 
midade do gene int, e o mRNA de int gerado a partir de P, é estável. 
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FIGURA 18-34 Estruturas ativas na retrorregulação da expressão de int nos sí- 
tios do DNA e do RNA transcrito. (Parte superior) A sequência do DNA é apresentada; 
os pequenos cilindros indicam as sequências simétricas que formam grampos no RNA, (Parte 
inferior) A estrutura à esquerda mostra o terminador formado no RNA transcrito a partir de 
P, sem antitérmino pela proteina N, que é resistente à degradação por nucleases, A estrutura 
à direita mostra uma alça estendida formada no RNA transcrito a partir de P, sob a influência 
da proteina antiterminadora N, que é um alvo para a clivagem por RNase ll e degradação por 


nudeases, 


RESUMO 


Em geral, um gene é ligado e desligado em resposta à neces- 
sidade de seu produto. Essa regulação ocorre predominante- 
mente no nível do início da transcrição. Assim, em E. coli, por 
exemplo, um gene que codifica uma enzima que metaboliza a 
lactose é transcrito em níveis elevados apenas quando há lac- 
tose disponível no meio de cultura. Além disso, quando a gli- 
cose (uma fonte energética melhor) também está disponível, o 
gene não é expresso, mesmo na presença de lactose. 

Os sinais, como a presença de um açúcar específico, são 
comunicados aos genes por proteinas reguladoras. Estas são 
de dois tipos: ativadores, reguladores positivos que “ligam” os 
genes, e repressores, reguladores negativos que “desligam” os 
genes, Esses reguladores são, basicamente, proteinas de ligação 
ao DNA que reconhecem sítios específicos nos genes que elas 
controlam ou próximo a eles. 

Ativadores, nos casos mais simples (e mais comuns), 
atuam em promotores inerentemente fracos; isto é, na au- 
sência de qualquer regulador, a RNA-polimerase liga-se fraca- 
mente ao promotor (e assim inicia a transcrição). Um ativa- 


dor liga-se ao DNA com uma superfície e, com outra, liga-se 
à polimerase e a recruta para o promotor. Este processo é um 
exemplo de ligação cooperativa, e é suficiente para estimular 
a transcrição. 

Os repressores podem inibir a transcrição ligando-se a 
um sítio que se sobepõe ao promotor, bloqueando a ligação 
da RNA-polimerase. Os repressores também podem atuar de 
outros modos, por exemplo, pela ligação a um sítio ao lado do 
promotor e interação com a ligação entre polimerase e promo- 
tor, inibindo o início. 

Os genes lac de E. coli são controlados por um ativador e 
um repressor que atuam do modo mais simples explicado an- 
teriormente. Na ausência de glicose, CAP liga-se ao DNA pró- 
ximo ao promotor lac e, recrutando a polimerase para esse pro- 
motor, ativa a expressão desses genes. O repressor Lac liga-se a 
um sítio que se sobrepõe ao promotor e bloqueia a expressão 
na ausência de lactose. 

Outro modo pelo qual a RNA-polimerase é recrutada 
para diferentes genes é por meio do uso de fatores g alterna- 
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tivos. Diferentes fatores o podem substituir o mais prevalente 
(g” em E. coli) e direcionar a enzima para promotores com 
diferentes sequências. Os exemplos incluem o”, que dirige a 
transcrição de genes em resposta ao choque térmico, e o”, que 
promove a transcrição de genes envolvidos no metabolismo 
do nitrogênio. O fago SPO1 utiliza uma série de o alternativos 
para controlar a expressão ordenada de seus genes durante a 
infecção. 

Em bactérias, há exemplos de outros tipos de ativação 
transcricional, A RNA-polimerase liga-se de maneira eficiente, 
e sem auxílio, a certos promotores, formando um complexo 
fechado estável, porém, inativo. Esse complexo fechado não 
sofre transição espontânea para complexo aberto e nem inicia 
a transcrição. Em um promotor desse tipo, a presença de um 
ativador é necessária para estimular a transição de complexo 
fechado para aberto. 

Ativadores que estimulam este tipo de promotor atuam 
por alosteria; isto é, eles interagem com o complexo fechado 
estável, induzindo uma alteração de conformação que resulta 
na transição para complexo aberto. Neste capítulo, foram vis- 
tos dois exemplos de ativadores transcricionais que atuam por 
alosteria. Em um caso, o ativador (NtrC) interage com a RNA- 
-polimerase (portadora de o) ligada como complexo fecha- 
do estável ao promotor gin4, estimulando sua transição para 
complexo aberto. No outro exemplo, o ativador (MerR) induz 
uma alteração conformacional no DNA do promotor merT. 

Em todos os casos considerados, os próprios reguladores 
são controlados alostericamente por sinais: o formato do regu- 
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lador muda na presença de seu sinal. Em um estado, ele conse- 
gue ligar-se ao DNA, e no outro estado, não. Assim, por exem- 
plo, o repressor Lac é controlado pelo ligante alolactose (um 
derivado da lactose). Quando a alolactose se liga ao repressor, 
induz uma alteração no formato desta proteina; neste estado, 
a proteína não pode ligar-se ao DNA. 
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riores ao início da transcrição. Por exemplo, a regulação pode 
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considerados neste capítulo incluem a antiterminação pelas 
proteínas N e Q do bacteriófago A. As proteínas N e Q de À são 
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expressão dos genes localizados a jusante. 

Concluiu-se este capítulo com uma discussão detalhada 
sobre como o bacteriófago à escolhe entre dois modos alter- 
nativos de propagação. Várias estratégias de regulação gênica 
encontradas neste sistema também atuam em outros sistemas, 
inclusive, como será visto em capítulos posteriores, nos sis- 
temas que controlam o desenvolvimento de animais — por 
exemplo, o uso da ligação cooperativa para produzir coman- 
dos mais rigorosos de ligar/desligar e o uso de vias separadas 
para estabelecer e manter a expressão de genes. Também se 
considerou como redes gênicas complexas e intricadas como a 
encontrada em À podem ter evoluído a partir de versões ante- 
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Para respostas de questões de número par, ver Apêndice 2: Respostas. 


Questão 1. O nível de regulação mais comum da expressão 
gênica ocorre no início da transcrição, Explique o porquê. 


Questão 2. Forneça três exemplos de regulação alostérica 
discutidos neste capítulo. 


Questão 3. A perda de repressão pelo óperon lac de E, coli 
necessita de f-galactosidase (codificada por lacZ). 

A. Explique o papel da B-galactosidase na perda de repressão 
do óperon lac. 

B. Na ausência de glicose e estando o óperon lac no estado 
reprimido, preveja como a -galactosidase está presente 
para realizar a função necessária para acabar com a repres- 
são do óperon lac, 


Questão 4. Em uma triagem genética, pesquisadores isola- 
ram mutantes de E. coli que expressam constitutivamente os 
genes do óperon araBAD. 

A. Descreva o que significa expressão constitutiva em termos 
de óperon araBAD. 

B. Dê um exemplo de uma mutação que poderia levar à ex- 
pressão constitutiva dos genes araBAD. (Cite o nome da 
região do DNA ou do gene que codifica uma proteina 
específica.) 

Questão 5. No laboratório, você quer purificar uma pro- 
teina que é normalmente tóxica para células de E. coli. Seu su- 
pervisor sugere clonar o gene que codifica sua proteína em um 
vetor de expressão que usa o promotor de araBAD. Por que é 
ideal usar o promotor de araBAD para a expressão de seu gene 
de interesse em células de E, coli? 


Questão 6. Considerando os seguintes mutantes e condi- 
ções, preveja a expressão do gene lacZ (ausência de expressão, 
nível de expressão basal, ou nível de expressão ativado). 
A. Um mutante de E. coli que possui uma mutação no opera- 
dor do óperon lac que impede a ligação do repressor 
a. na presença de glicose e ausência de lactose. 
b. na presença de glicose e presença de lactose. 
€. na ausência de glicose e ausência de lactose. 
d. na ausência de glicose e presença de lactose. 
B. Um mutante de E. coli que possui uma mutação no pro- 
motor do óperon lac (para os genes lacZ, lacY e lacA) que 
impede a ligação da RNA-polimerase 


a, na presença de glicose e ausência de lactose. 
b. na presença de glicose e presença de lactose. 
€. na ausência de glicose e ausência de lactose. 
d. ma ausência de glicose e presença de lactose. 


Questão 7. Liste três mecanismos para repressão transcricio- 
nal em procariotos e, em cada caso, dê um exemplo de uma 
proteina que usa o mecanismo. 


Questão 8. Você está estudando a proteína ZntR de E. coli, 
homóloga a MerR, que responde a Zn(II) para regular a trans- 
crição de zntA, gene que codifica uma proteina que auxilia na 
detoxificação de Zn(11). Formule duas perguntas para respon- 
der com seus experimentos que suportariam ou refutarlam a 
hipótese de que ZntR usa um mecanismo semelhante a MerR 
para ativar a transcrição de zntA. 


Questão 9. Considerando uma mutação de perda de fun- 
ção no domínio de tetramerização do repressor à e usando a 
Figura 18-24, preveja o efeito funcional específico da mutação 
no repressor À. 


Questão 10. 

A. Explique por que é vantajoso para o bacteriófago A regular 
fortemente o nível de repressor à produzido nas células 
lisogênicas de E. coli. 

B. Descreva o mecanismo de autorregulação negativa pelo 
repressor A. 


Questão 11. Revise a Figura 1 do Quadro 18-4. Para as se- 

guintes proteínas de ligação ao DNA, você espera que um grá- 

fico da porcentagem de DNA ligado versus concentração de 

proteína seja parecido com a linha vermelha ou com a linha 

preta? Explique o porquê. 

A. NtrC e DNA regulador a montante do gene ginA. 

B. CAP na presença de RNA-polimerase e DNA a montante 
do operador lac. 

C. Domínio amino do repressor à (domínio carboxila remo- 
vido) e sítios operadores do repressor de à. 


Questão 12. Você descobre um novo operador que é regula- 
do por um repressor em uma espécie procariótica. Assumindo 
que o repressor se liga a um sítio operador, projete um expe- 
rimento in vitro para identificar a região específica à qual o 
repressor se liga ao DNA sob condições semelhantes às nor- 
malmente encontradas para a repressão na célula. 


Capítulo 18 Regulação Transcricional em Procariotos 


Questão 13. Descreva como fatores o alternativos atuam na 
regulação da transcrição em procariotos. 


Questão 14. Pesquisadores estudando a ligação do repressor 
A aos três sítios de ligação no operador à direita produziram 
os dados da tabela a seguir. No experimento, eles realizaram 
um ensaio de proteção com DNase 1 (ensaio de footprinting) 
usando DNA contendo os três sítios de ligação em uma gama 
de concentrações de repressor. Para isso, eles calcularam a con- 
centração relativa de dímeros de repressor necessária para ocu- 
par um sítio de ligação específico em metade das moléculas de 
DNA presentes (valores fornecidos na tabela). 


Concentração relativa de repressor 
para cada sitio 
DNA O O O 
Tipo selvagem 25 2 1 
Mutante X s 5 > 
Mutante Y 25 - 2 


A. Com base nos dados para o DNA selvagem e as informa- 
ções do Capítulo 18, explique por que as concentrações 
relativas para O, € O,, são praticamente as mesmas, ape- 
sar de Oy, ter uma afinidade 10 vezes maior pelo repressor 
de à do que O): (informações neste capítulo). 

B. Com base nos dados para o DNA selvagem e as informa- 
ções do Capítulo 18, explique por que a concentração re- 
lativa de repressor necessária para ligar O, é muito maior 
do que para Oy, € Ojo. 

C. Com base nos dados para os DNAs mutantes X e Y, identi- 
fique o sítio de ligação (O,,, O, OU Op) que inclui a muta- 
ção em cada mutante respectivo. Explique suas escolhas. 

D. Considerando o que você sabe sobre este capítulo, expli- 
que por que a concentração relativa de repressor necessá- 
ria para ligar O,, cai para 5 no Mutante X em relação ao 
DNA selvagem em termos do mecanismo para a ligação 
do repressor de À ao DNA. 


Dados adaptados de Johnson et al. (1979. Proc. Natl. Acad. 
Sci, 76: 5061-5065), 
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Questão 15. A regulação de um novo óperon em E, coli en- 
volve dois operadores, entre os quais se encaixa um promotor 
e três genes estruturais. A RNA-polimerase transcreve os genes 
estruturais a partir do promotor, e um repressor específico re- 
prime a transcrição a partir do promotor. Na presença do sinal 
relevante, a ligação do repressor ao DNA é rompida e a repres- 
são é aliviada. 

Para estudar o mecanismo de repressão, os pesquisadores 
criaram um repórter contendo o promotor, mas substituíram 
os operadores por sítios operadores lac. O repressor lac selva- 
gem conseguiu reprimir a expressão deste construto na célula. 
In vitro, os pesquisadores visualizaram complexos proteína- 
-DNA em micrografias eletrônicas usando o construto repórter 
após incubação com o repressor Lac selvagem ou um repressor 
Lac mutante que se liga a sítios operadores, dimeriza, mas não 
consegue tetramerizar. Os dados gerados a partir de suas obser- 
vações estão na tabela a seguir. 


Complexos DNA-proteina observados 
ligação Ligação em 
Proteina ONAlive única tandem Alça 
Repressor Lac 53 29 3 15 
selvagem 
Repressor Lac a2 E o 
mutante 


Além disso, mostrou-se que o repressor Lac mutante não 
conseguiu reprimir a expressão do construto repórter in vivo, 
embora ele tenha conseguido reprimir o óperon Jac endógeno. 
Considerando os dados da tabela, proponha um modelo 
para a repressão relatando como os dados suportam o seu mo- 
delo. Quais outras informações você gostaria de ter a respeito 
da nova proteina de repressão para corroborar este modelo? 


Dados adaptados de Mandal et al. (1990, Genes Dev, 4: 
410-418). 


Esta página foi deixada em branco intencionalmente. 


CAPÍTULO 1 9 


Regulação 
Transcricional 
em Eucariotos 


AS CÉLULAS EUCARIÓTICAS, A EXPRESSÃO DE UM GENE pode ser regulada em 
Nes as etapas vistas para as bactérias e também em etapas adicionais. 

Estas etapas adicionais incluem o processamento, como visto no 
pítulo 14. Em muitos casos, um determinado transcrito pode ser processa- 
do de modos alternativos, formando diferentes produtos, processo este que 
também pode ser regulado. 

Mas, assim como nas bactérias, a etapa mais frequentemente regulada 
é o início da transcrição. Na verdade, muitos dos princípios discutidos na 
regulação da transcrição dos procariotos aplicam-se igualmente à regulação 
da transcrição dos eucariotos. Esses princípios estão expostos nas primeiras 
páginas do capítulo sobre regulação transcricional em procariotos (Cap. 18) 
e no resumo apresentado ao fim daquele capítulo. Solicita-se que os leitores 
que não leram o Capítulo 18 previamente (ou recentemente) examinem essas 
passagens, antes de continuar o presente capítulo. 

Também já se viu que a maquinaria de transcrição dos eucariotos é mais 
elaborada do que a equivalente bacteriana (Cap. 13). Isso é especialmente 
verdadeiro para a maquinaria da RNA-polimerase II - que transcreve os genes 
que codificam proteínas e a maioria dos genes de RNA reguladores. Apesar 
dessa maior complexidade, também aqui a transcrição é regulada por ativado- 
res e repressores — proteínas de ligação ao DNA que ajudam ou interferem no 
início da transcrição em genes específicos em resposta a sinais apropriados. 
Entretanto, existem características adicionais dos genes e das células eucari- 
óticas que complicam as ações dessas proteínas reguladoras. A seguir, serão 
resumidas as características adicionais mais significativas deste processo. 


Os nucleossomos e seus modificadores Como visto no Capítulo 8, o genoma 
dos eucariotos está compactado junto a proteínas chamadas histonas, for- 
mando os nucleossomos. Por isso, a maquinaria de transcrição é apresentada 
a um substrato parcialmente encoberto. Essa condição reduz a expressão de 
muitos genes, na ausência das proteinas reguladoras. Células eucarióticas tam- 
bém possuem várias enzimas que rearranjam, ou modificam quimicamente, as 
histonas. Estas modificações alteram o nucleossomo de maneiras que afetam 
a facilidade com a qual a maquinaria transcricional — e as proteinas de ligação 
ao DNA em geral - consegue se ligar e operar. Portanto, os nucleossomos cons- 
tituem um problema que não é encontrado nas bactérias, mas sua modificação 
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FIGURA 19-1 Elementos regula- 
dores em genes de bactérias, leve- 
duras e seres humanos. A ilustração 
mostra a crescente complexidade das se- 
quências reguladoras, desde um simples 
gene bacteriano controlado por um re- 
pressor até um gene humano controlado 
por múltiplos ativadores e repressores. Em 
cada caso, um promotor é mostrado no 
sítio de início da transcrição. Embora isso 
seja preciso para o caso bacteriano, nos 
exemplos eucarióticos, a transcrição inicia 
um pouco a jusante de onde a maquinaria 
de transcrição se liga (ver Cap. 13). Alguns 
grupos de sítios de ligação de reguladores 
nas sequências reguladoras humanas re- 
presentam reforçadores, conforme apre- 
sentado em um dos casos. 


também oferece novas oportunidades de regulação. A capacidade dos fatores 
de transcrição ou da RNA-polimerase de interagir com DNAs reguladores geral- 
mente requer o deslocamento dos nucleossomos posicionados. 


Mais reguladores e sequências reguladoras mais extensas Outra diferen- 
ça entre eucariotos e procariotos é o número de proteínas reguladoras que 
controlam um gene típico, como refletido no número e arranjo de sítios de 
ligação ao regulador associados ao gene (Fig. 19-1). Como nas bactérias, os re- 
guladores individuais ligam-se a sequências curtas, mas nos eucariotos, esses 
sítios de ligação frequentemente são mais numerosos e posicionados muito 
mais distantes do sítio de início da transcrição do que nas bactérias. A região 
do gene à qual a maquinaria de transcrição se liga é denominada promotor; 
os sítios individuais de ligação são chamados de sítios de ligação ao regu- 
lador; e o segmento de DNA que inclui todo o conjunto de sítios de ligação 
de um determinado gene é chamado sequência reguladora. 

A expansão das sequências reguladoras - isto é, o aumento no número de 
sítios de ligação a reguladores, em um gene típico — é mais expressiva nos orga- 
nismos pluricelulares, como a Drosophila e os mamíferos. Esta situação reflete 
a integração de sinal mais extensa observada nestes organismos — a tendência 
de mais sinais para regular um dado gene. Foram vistos exemplos de integra- 
ção de sinais em bactérias (Cap. 18), porém, eles envolvem normalmente ape- 
nas dois reguladores diferentes, integrando dois sinais para controlar um gene 
(p. ex, glicose e lactose nos genes lac). Mas nem todos os eucariotos possuem 
integração extensiva de sinal: as leveduras possuem menos integração de si- 
nais do que os organismos pluricelulares - na verdade, elas não diferem muito 
das bactérias nesse aspecto — e seus genes têm sequências reguladoras menos 
longas do que os genes de eucariotos multicelulares (Fig. 19-1). Ao contrário 
dos eucariotos mais complexos, as leveduras também são desprovidas de “ação 
à distância”. Sequências reguladoras de leveduras estão geralmente localizadas 
a poucas centenas de pares de bases de seus promotores. 

Em organismos multicelulares, as sequências reguladoras podem estar 
distribuídas a milhares de nucleotídeos do promotor - tanto a montante 
quanto a jusante - e podem ser constituídas por dezenas de sítios de ligação 
de reguladores. Muitas vezes, esses sítios estão agrupados em unidades cha- 
madas reforçadores (ou enhancers) e um determinado reforçador interage 
com os reguladores responsáveis pela ativação do gene em um determinado 
tempo e lugar. Reforçadores alternativos ligam-se a diferentes grupos de regu- 
ladores e controlam a expressão do mesmo gene em diferentes momentos e 
locais, em resposta a diferentes sinais. 

Possuir sequências reguladoras mais extensivas implica que alguns regu- 
ladores se liguem a sítios de ligação distantes dos genes que eles controlam, 


sequência promotor 
reguladora 
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em alguns casos, centenas de quilobases ou mais. Na verdade, um reforça- 
dor crucial do gene Sonic hedgehog de mamíferos está mapeado a 1 Mb 
de distância do sítio de início da transcrição. Como os reguladores podem 
atuar nessas distâncias? Em bactérias, são encontradas proteínas de ligação 
do DNA que sinalizam a uma distância de algumas poucas quilobases: re- 
pressores de à em O, interagem com os repressores em O,; e NtrC, que pode 
ativar o gene glnA a partir dos sítios localizados a 1 kb ou mais, a montante. 
Nesses exemplos de “ação à curta distância”, o DNA intermediário forma 
alças para acomodar a interação entre as proteínas. O mesmo mecanismo 
também explica a ação à distância em muitos, talvez em todos, os casos de 
eucariotos, embora, em alguns casos, as distâncias são tão grandes que não 
está claro como ocorre a formação das alças. Em alguns casos, sequências 
de “captura” localizadas imediatamente a montante do promotor podem 
recrutar reforçadores distantes. 

A ativação à distância apresenta outro problema. Quando um ativador 
está ligado a um reforçador, pode haver vários genes em sua zona de alcance, 
mas, em geral, um dado reforçador regula apenas um único gene. Outras se- 
quências reguladoras - chamadas isoladores ou elementos de limitação 
—estão localizadas entre os reforçadores e alguns promotores. Esses isoladores 
bloqueiam a ativação do promotor por ativadores ligados ao reforçador. Em- 
bora esses elementos ainda não sejam compreendidos totalmente, eles asse- 
guram que os ativadores não atuem indiscriminadamente. 


MECANISMOS DE REGULAÇÃO TRANSCRICIONAL 
CONSERVADOS DE LEVEDURAS A MAMÍFEROS 


Neste capítulo, considera-se a regulação transcricional em organismos que 
vão desde as leveduras unicelulares até os mamíferos. Todos eles possuem a 
maquinaria de transcrição mais elaborada e os nucleossomos e seus modifica- 
dores típicos dos eucariotos. Assim, não surpreende que muitos dos aspectos 
básicos da regulação gênica sejam os mesmos em todos os eucariotos. Como 
as leveduras são muito favoráveis a análises genéticas e bioquímicas, grande 
parte da informação sobre o mecanismo dos ativadores e repressores derivam 
desse organismo. Além disso, é importante para generalizar as conclusões ob- 
tidas que um ativador típico de leveduras possa estimular a transcrição quan- 
do expresso em uma célula de mamíferos. Isso é avaliado por meio da utiliza- 
ção de gene repórter. O gene repórter é composto por sítios de ligação para 
o ativador de levedura, inseridos a montante do promotor de um gene cujo 
nível de expressão pode ser facilmente medido (como será discutido a seguir). 

Será visto que o típico ativador eucariótico atua de maneira semelhante 
à do caso bacteriano mais simples: ele possui regiões de ligação ao DNA e ati- 
vadora separadas e ativa a transcrição pelo recrutamento de complexos pro- 
teicos a genes específicos. Os repressores, em contrapartida, atuam de vários 
modos, alguns deles diferentes dos modos encontrados em bactérias. Estes 
novos mecanismos de repressão incluem exemplos do que se chama de silen- 
ciamento gênico, no qual modificadores de nucleossomos e DNA são recru- 
tados para regiões do genoma onde atuam para manter os genes desligados, 
às vezes ao longo de grandes trechos de DNA. Existem também exemplos de 
repressão de “curto alcance”, em que um repressor seguência-específico inibe 
ativadores ligados a sítios vizinhos dentro de um reforçador. 

Apesar de terem muito em comum, nem todos os detalhes da regulação 
gênica são os mesmos para todos os eucariotos. Como já foi mencionado, um 
gene típico de levedura possui sequências reguladoras mais curtas do que os 
seus equivalentes multicelulares. Assim, a análise de organismos superiores é 
necessária para estudar como os mecanismos básicos da regulação gênica são 
ampliados para acomodar casos mais complicados de integração de sinais e de 
controle combinatório. Neste capítulo, a discussão é restrita à regulação trans- 
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— ominio de 
DNA ligação ao DNA 


sitio de ligação ao DNA 


FIGURA 19-2 Gal4 ligado ao seu 
sítio no DNA. O ativador Galá de leve- 
dura liga-se como dímero a um sítio de 
DNA de 17 pb. O domínio de ligação da 
proteina ao DNA é separado da região da 
proteina que contém a região de ativação 
(domínio de ativação). 


cricional mediada por proteínas (e suas modificações). No capítulo seguinte, 
será discutida a regulação da expressão gênica mediada por moléculas de RNA. 


Os ativadores têm funções de ligação ao 
DNA e de ativação separadas 


Em bactérias, viu-se que um ativador típico, como a CAP, tem funções separadas 
de ligação ao DNA e de ativação. Foi descrita a demonstração genética disso: os 
mutantes de controle positivo (ou pc) ligam-se normalmente ao DNA, mas são 
incapazes de realizar a ativação. Os ativadores eucarióticos também têm regiões 
separadas para a ligação ao DNA e para a ativação. Na verdade, neste caso, muito 
frequentemente as duas superfícies estão em domínios separados da proteína. 

Como exemplo, tem-se o caso do ativador eucariótico mais estudado, o 
Gal4 (Fig. 19-2). Gal4 ativa a transcrição dos genes da galactose na levedura 
Saccharomyces cerevisiae. Esses genes, assim como seus equivalentes bacteria- 
nos, codificam as enzimas necessárias para o metabolismo da galactose. Um 
deles é chamado GAL]. Galá liga-se a quatro sítios localizados 275 pb a mon- 
tante de GALI (Fig. 19-3). Quando ligado aí, na presença de galactose, Gal4 
ativa a transcrição do gene GALI em 1.000 vezes. 

A separação entre as regiões de ligação ao DNA e de ativação no Galá foi 
revelada em dois experimentos complementares. Em um deles, a expressão de 
um fragmento do gene GAL4 — codificando o terço N-terminal do ativador - 
produziu uma proteína que se ligava normalmente ao DNA, mas era incapaz 
de ativar a transcrição. Essa proteína continha o domínio de ligação ao DNA, 
mas não possuía a região ativadora e, por isso, era comparável aos mutantes 
pe dos ativadores bacterianos (Fig. 19-43). 

Em um segundo experimento, foi construído um gene híbrido que codifi- 
cava os dois terços C-terminais de Gal4 fusionados ao domínio de ligação ao 
DNA de uma proteína repressora bacteriana, a LexA. A proteína de fusão era 
expressa na levedura junto com um plasmídeo repórter contendo os sítios de 
ligação para LexA a montante do promotor de GAL1. A proteina híbrida era 
capaz de ativar a transcrição desse gene repórter (Fig. 19-4b). Este experimen- 
to mostra que a ativação não é mediada apenas pela ligação ao DNA, como 
ocorre em um dos mecanismos alternativos encontrados em bactérias - ati- 
vação por MerR (Cap. 18, Fig. 18-17). Em vez disso, o domínio de ligação ao 
DNA serve apenas para conectar a região de ativação ao promotor, do mesmo 
modo que no mecanismo mais comumente visto em bactérias. 

Vários outros ativadores eucarióticos foram investigados em experimen- 
tos semelhantes e, sendo eles de leveduras, moscas ou mamíferos, a mesma 
história normalmente se repete: domínios de ligação ao DNA e regiões ativa- 
doras podem ser separadas. Em alguns casos, elas estão até mesmo em poli- 
peptídeos separados: um possui o domínio de ligação ao DNA, o outro possui 
uma região ativadora, e eles formam um complexo no DNA. Um exemplo dis- 


UASG 


275pb 


FIGURA 19-3 As sequências reguladoras do gene GAL1 de leveduras. A sequência 
UAS; (do inglês, upstream activating sequence for GAL [sequências ativadoras de GAL a mon- 
tantel) contém quatro sítios de ligação, e cada um deles se liga a um dimero de Galé como mos- 
‘trado na Figura 19-2. Embora não representado aqui, há outro sítio entre estes e o gene GALT 
que se liga a um repressor chamado Mig, o qual é discutido mais adiante (ver Fig. 19-23). 
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silo para Gal4 


sitio para Galé sítio para LexA 


FIGURA 19-4 Experimento de permuta de domínios. (a) O domínio de ligação ao 
DNA da proteina Galá é capaz de ligar-se ao DNA, mesmo na ausência do dominio de ativação, 
mas é incapaz de ativar a transcrição, Em outro experimento (não apresentado), o domínio de 
ativação, sem o domínio de ligação ao DNA, também não ativa a transcrição. (b) A adição do 
domínio de ativação de Galá ao domínio de ligação ao DNA da proteina bacteriana LexA cria 
uma proteina híbrida capaz de ativar a transcrição de um gene de levedura, enquanto esse 
gene tiver um sítio de ligação para LexA. A expressão é medida utilizando-se um plasmídeo 
repórter no qual o promotor de GAL! está fundido com o gene lacZ de E. coli, cujo produto 
(a B-galacotosidase) é facilmente testado em células de levedura, Por isso, os niveis de ex- 
pressão do promotor de GALI, em resposta a várias construções de ativadores, podem ser 
facilmente avaliados. Plasmídeos repórteres semelhantes são usados em muitos experimentos 
descritos neste capítulo. 


so é o ativador VP16 do herpes-vírus, que interage com a proteína de ligação 
ao DNA Oct] encontrada em células infectadas por este vírus. Outro exemplo 
é o ativador Notch de Drosophila, descrito no Capítulo 21. Nos ativadores eu- 
carióticos, a natureza “separável” das regiões de ligação ao DNA e de ativação 
é a base de um método amplamente utilizado para detectar interações entre 
proteínas (ver Quadro 19-1, Teste duplo-híbrido). 


Os reguladores eucarióticos usam vários domínios de 
ligação ao DNA, mas o reconhecimento do DNA envolve 
os mesmos princípios encontrados nas bactérias 


Os experimentos descritos anteriormente demonstram que um domínio de 
ligação ao DNA bacteriano pode funcionar em lugar de um domínio de liga- 
ção ao DNA de um ativador eucariótico. Esse resultado sugere que não há di- 
ferença fundamental entre os modos de reconhecimento dos sítios de ligação 
ao DNA, pelas proteínas de ligação ao DNA, entre procariotos e eucariotos. 
Lembre-se do capítulo anterior (e do Cap. 6) que a maioria dos reguladores 
bacterianos se liga como dímeros a sequências-alvo do DNA que são rotacio- 
nalmente simétricas: cada monômero insere uma a-hélice na fenda maior do 
DNA sobre metade do sítio e detecta as bordas dos pares de bases encontrados 
lá, Basicamente, a ligação não exige alterações significativas nem na estrutura 
da proteína nem na do DNA. A grande maioria das proteínas reguladoras bac- 
terianas usa o motivo chamado hélice-volta-hélice. Como visto, esse motivo 
consiste em duas a-hélices separadas por uma pequena volta. Uma das hélices 
(a de reconhecimento) insere-se na fenda maior do DNA e reconhece pares 
de bases específicos. A outra hélice interage com o esqueleto de DNA, posi- 
cionando apropriadamente a hélice de reconhecimento e aumentando a força 
da ligação (ver Cap. 6, Figs. 6-13 e 6-14). Conforme discutido no Capítulo 21 
(e mais adiante neste capítulo), os genes homeobox importantes para o desen- 
volvimento animal codificam proteínas de ligação ao DNA hélice-volta-hélice. 
Os mesmos princípios básicos de reconhecimento do DNA são usados na 
maioria dos eucariotos, apesar de variações nos detalhes. Assim, as proteínas 
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FIGURA 19-5 Reconhecimento do 
DNA por um homeodomínio. O ho- 
meodomínio consiste em três a-hélices, 
das quais duas (hélices 2 e 3 nesta figu- 
ra) formam a estrutura semelhante ao 
motivo hélice-voita-héice (comparar com 
a Fig. 6-13, p. ex), Assim, a hélice 3 é a 
de reconhecimento e, como pode ser vis- 
to, está inserida na fenda maior do DNA. 
Os resíduos de aminoácidos interagem 
especificamente com os pares de bases 
ao longo de sua borda externa. No caso 
apresentado, o repressor transcricional a2 
de leveduras, um braço estendendo-se da 
hélice 1 faz contatos adicionais com os 
pares de bases da fenda menor. (Adapta- 
da, com permissão, de Wolberger C. et al- 
1991, Cell 67: 517-528. © Elsevier) 


FIGURA 19-6 Domínio dedo de 
zinco. A a-hélico à esquerda da estrutura 
é a hélice de reconhecimento e é apre- 
sentada ao DNA pela folha 8 à direita. 
O zinco é coordenado pelos dois resíduos 
de histidina na a-hélice e pelos dois re- 
síduos de cisteína na folha B, conforme 
apresentado. Essa disposição estabiliza a 
estrutura e é fundamental para a ligação 
ao DNA. Ver Figura 6-15 para mais deta- 
lhes. (Adaptada de Lee M.S. et al. 1989. 
Science 245: 635-637.) 


frequentemente se ligam como dímeros e reconhecem sequências específicas 
de DNA usando uma a-hélice inserida na fenda maior. Como acabamos de ver, 
proteínas homeobox apresentam a hélice de reconhecimento como parte de 
uma estrutura muito semelhante ao domínio hélice-volta-hélice; outras apre- 
sentam a hélice de reconhecimento como porções de domínios estruturais bas- 
tante diversos. Em uma variação que não é encontrada nos procariotos, várias 
proteínas reguladoras de eucariotos ligam-se ao DNA como heterodímeros e, 
em alguns casos, até como monômero (em geral, somente quando se ligam co- 
operativamente a outras proteínas). Os heterodímeros ampliam as possibilida- 
des de especificidades de ligação ao DNA disponíveis: quando cada monômero 
tem uma especificidade de ligação diferente ao DNA, o sítio reconhecido pelo 
heterodímero é diferente do reconhecido por qualquer homodímero. Segue 
uma breve revisão sobre alguns domínios de ligação ao DNA em eucariotos. 


Proteínas de homeodomínio O homeodomínio é uma classe de domínio 
de ligação ao DNA, do tipo hélice-volta-hélice, que reconhece o DNA essen- 
cialmente do mesmo modo que as proteinas bacterianas (Fig. 19-5). Homeo- 
domínios de diferentes proteínas são estruturalmente muito semelhantes: 
não apenas a hélice de reconhecimento é similar, mas também a estrutura 
proteica circundante que apresenta esta hélice ao DNA. Em contrapartida, 
como se viu no capítulo anterior, os detalhes estruturais dos domínios da 
hélice-volta-hélice variam muito. As proteínas de homeodomínio são encon- 
tradas em todos os eucariotos. Elas foram descobertas em Drosophila, onde 
controlam vários programas básicos de desenvolvimento, assim como o fa- 
zem em eucariotos mais complexos; suas funções são abordadas neste sentido 
no Capítulo 21. Proteínas de homeodomínio também são encontradas em 
leveduras; alguns dos genes de controle de tipo acasalante discutidos poste- 
riormente codificam proteínas de homeodomínio. De fato, é a estrutura de 
uma delas que está representada na Figura 19-5. Várias proteínas de homeo- 
domínio ligam-se ao DNA como heterodímeros. 


Domínios de ligação ao DNA contendo zinco Existem várias formas de do- 
mínios de ligação ao DNA que incorporam átomo(s) de zinco. Estas incluem 
as clássicas proteínas de dedo de zinco (descritas e representadas no Cap. 6, 
Fig. 6-15) e o domínio relacionado de agrupamento de zinco encontrado 
no ativador de leveduras Gal4. O átomo de zinco interage com resíduos de 
cisteína e histidina e desempenha um papel estrutural essencial para a in- 
tegridade do domínio de ligação ao DNA (Fig. 19-6). Novamente, o DNA é 
reconhecido por uma a-hélice inserida na fenda maior (Fig. 6-15b). Algumas 
proteínas contêm dois ou mais domínios de dedo de zinco ligados pelas ex- 
tremidades. Cada dedo insere uma a-hélice na fenda maior, aumentando — a 
cada dedo adicional - o comprimento da sequência de DNA reconhecida e, 
portanto, a afinidade da ligação. 

Existem outros domínios de ligação ao DNA que usam o zinco. Nestes ca- 
sos, o zinco é coordenado por quatro resíduos de cisteína e estabiliza um mo- 
tivo de reconhecimento de DNA bastante diferente, que se assemelha a uma 
hélice-volta-hélice. Um exemplo disso é encontrado no receptor de glicocorti- 
coide, que regula genes em resposta a determinados hormônios, em mamíferos. 


Motivo zíper de leucina Este motivo combina a dimerização e as superfi- 
cies de ligação ao DNA em uma só unidade estrutural. Como demonstrado na 
Figura 19-7, duas longas a-hélices formam uma estrutura em formato de pinça 
que segura o DNA, inserindo suas a-hélices na fenda maior a uma distância de 
meia volta entre elas. A dimerização é mediada por outra região dessas mesmas 
a-hélices: nesta região, elas formam um pequeno segmento com torção heli- 
coidal, no qual as duas hélices são mantidas unidas por interações hidrofóbicas 
entre resíduos de leucinas (ou outros resíduos hidrofóbicos) com espaçamentos 
apropriados. A interação deste tipo entre as proteínas foi discutida em detalhes 
no Capítulo 6 (Fig. 6-9). Frequentemente, as proteínas contendo o zíper de 
leucina formam tanto heterodímeros quanto homodímeros. Isso também vale 
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para a próxima categoria, as chamadas proteínas hélice-alça-hélice (proteinas 
HLH [helix-loop-helix)). 


Proteínas hélice-alça-hélice Como no exemplo do zíper de leucina, uma 
longa região de cada um dos dois monômeros da a-hélice insere-se na fenda 
maior do DNA. Como mostrado na Figura 19-8, a superfície de dimerização é 
formada a partir de duas regiões helicoidais: a primeira é parte da mesma hé- 
lice envolvida no reconhecimento de DNA; a outra é uma pequena a-hélice. 
Essas duas hélices são separadas por uma alça flexível que permite sua com- 
pactação (e que dá o nome ao motivo). Proteínas com zíper de leucina e pro- 
teínas HLH são geralmente chamadas de proteínas com zíper básico e 
proteínas HLH básicas, porque a região da a-hélice que se liga ao DNA 
contém resíduos de aminoácidos básicos. 


Proteínas HMG Proteínas HMG são incomuns porque interagem com a fen- 
da menor da hélice de DNA, usando motivos peptídicos altamente conserva- 
dos chamados ganchos AT. Ao contrário das outras proteínas de ligação ao 
DNA discutidas anteriormente, em geral, as proteínas HMG alteram drastica- 
mente a conformação da hélice de DNA. Desta maneira, as proteínas HMG 
geralmente facilitam a formação de complexos proteína-DNA de ordem supe- 
rior, como observado no reforçassomo, ou enhanceossomo, do interferon-f 
(o qual será descrito adiante neste capítulo (Fig. 19-18]). Elas também desem- 
penham papéis importantes no desenvolvimento. Por exemplo, o regulador 
Sox2 que contém HMG é essencial para a pluripotência das células-tronco 
embrionárias (ver Cap. 21). 

Anteriormente, foram vistos outros dois exemplos de proteínas que reco- 
nhecem seus sítios-alvo no DNA via fenda menor e dependem da flexibilidade 
da sequência de DNA para sua especificidade. São elas a proteína de ligação ao 
reforçador LEF-1 (Fig. 6-16) e o fator geral de transcrição TBP (Fig. 13-17). 


As regiões de ativação não são estruturas bem-definidas 


Ao contrário dos domínios de ligação ao DNA, as regiões de ativação nem 
sempre têm estruturas bem-definidas. Demonstrou-se que elas formam estru- 
turas helicoidais quando interagem com seus alvos na maquinaria de trans- 
crição, mas se acredita que essas estruturas são “induzidas” por essa ligação. 
Como será visto, a falta de estruturas definidas está em concordância com a 
ideia de que as regiões de ativação são superfícies adesivas capazes de interagir 
com várias outras superfícies proteicas. 

Por isso, em vez de serem caracterizadas por sua estrutura, as regiões de 
ativação são agrupadas de acordo com seu conteúdo de aminoácidos. À região 
de ativação da Gal4, por exemplo, é chamada de região ativadora “ácida”, re- 
fletindo a preponderância de aminoácidos ácidos. A importância destes resi- 
duos ácidos foi indicada por mutações que aumentam a potência do ativador: 
tais mutações aumentam a acidez geral (carga negativa) da região ativadora. 
Contudo, apesar disso, a região de ativação contém resíduos hidrofóbicos 
igualmente importantes. Muitos outros ativadores apresentam regiões de ati- 
vação como o Gal4. Embora compartilhem poucas similaridades de sequên- 
cias, elas retêm os padrões característicos dos resíduos ácidos e hidrofóbicos. 

Acredita-se que as regiões de ativação consistem em pequenas unidades 
repetidas, cada uma delas contendo capacidade de ativação fraca. Cada uni- 
dade é uma sequência curta de aminoácidos. Quanto maior o número de uni- 
dades, mais forte será a região ativadora resultante. Isso vai ao encontro da 
ideia de que as regiões de ativação não apresentam estrutura geral e agem sim- 
plesmente como superfícies “adesivas” pouco diferenciadas. (Para entender 
esse raciocínio, imagine uma região de ativação que fosse dobrada, formando 
uma estrutura tridimensional exata e estável - comparável, por exemplo, a 
um domínio de ligação ao DNA. Nessas circunstâncias, não seria esperado 
que fragmentos desse domínio retivessem uma fração da atividade de ligação 
ao DNA do domínio intacto - ao contrário, o domínio inteiro é necessário 
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FIGURA 19-7 Zíper de leucina li- 
gado ao DNA, Duas a-hélices grandes, 
uma de cada monômero, formam os 
domínios de dimerização e de ligação ao 
DNA, em seções diferentes ao longo do 
DNA. Deste modo, como mostrado na 
parte superior, as duas hélices interagem 
para formar um enrolamento helicoidal 
que mantém os monômeros unidos; mais 
abaixo, as hélices são separadas o sufi- 
ciente para envolver o DNA, inserindo-se 
em lados opostos da fenda maior da héli- 
ce de DNA. Mais uma vez, a especificida- 
de é obtida por meio da interação entre 
as cadeias laterais dos aminoácidos com 
as a-hélices e com a borda dos pares de 
bases na fenda maior. Um exemplo disso 
é encontrado no ativador transcricional 
de leveduras, GCN4, Como descrito no 
Capítulo 6, as regiões helicoidais que inte- 
ragem com o DNA são desordenadas até 
se ligarem ao DNA (ver Fig. 6-9). (Adap- 
tada, com permissão, de Ellenberger TG 
et al. 1992. Cell 71: 1223. O Elsevier.) 


FIGURA 19-8 Motivo hélice-alça- 
-hélice. Neste caso, vê-se novamente 
uma a-hélice longa envolvida tanto no re- 
conhecimento do DNA como, em combi- 
nação com uma segunda a-hélice menor, 
na dimerização. (Adaptada, com permis- 
são, de Ma PC. et al. 1994. Cell 77; 451, 
Fig.2A. © Elsevier) 
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TÉCNICAS 


Quadro 19-1 Teste duplo-hibrido 


Este teste é usado para identificar proteinas que interagem 
entre si. Assim, no caso apresentado na Figura 1 deste qua- 
dro, a ativação de um gene repórter depende da interação 
entre as proteínas A e B (mesmo que normalmente essas 
proteínas não precisem, elas mesmas, atuar na ativação da 
transcrição), À indicação para o teste baseia-se na descober- 
iscutida no texto, de que o domínio de ligação ao DNA e 
a região de ativação podem estar localizados em proteinas 
diferentes, desde que haja interação entre as proteinase 
que a região de ativação esteja ligada ao DNA nas proximi- 
dades do gene a ser ativado. Na prática, o teste é realizado 
da seguinte maneira. O gene que codifica uma proteina A é 
fusionado a um fragmento de DNA que codifica o domínio 
de ligação de DNA presente em Galá. O gene de uma segun- 


NÃO HÁ transcrição 


sítio de ligação ao DNA 


da proteina (8) é fusionado a um fragmento que codifica 
uma região de ativação. Nenhuma dessas proteinas, quando 
separadas, é capaz de ativar o gene repórter que contém os 
sítios de ligação a Gal na célula de levedura (como demons- 
trado nas duas primeiras partes da figura). Entretanto, quan- 
do os dois genes formam um híbrido e são expressos juntos 
em uma célula de levedura, a interação entre as proteinas A 
e 8 gera um ativador completo e o repórter é expresso (como 
demonstrado na parte inferior da figura). Em uma elabora- 
ção amplamente utilizada deste ensaio simples, o ensaio de 
duplo-híbrido é usado para triar uma biblioteca de candida- 
tos para encontrar qualquer proteina que irá interagir com 
uma proteina inicial conhecida. Deste modo, a proteina A da 
figura seria a proteina de início (chamada de “isca”), en- 
quanto a proteina B (a “presa”) representa uma das muitas 
alternativas codificadas pela biblioteca (para a descrição de 
como as bibliotecas são construídas, ver Cap. 7). As células 
de leveduras são transfectadas com as construções gênicas 
que codificam a proteina A fusionada ao domínio de ligação 
ao DNA e com um segmento da biblioteca que codifica vå- 
rias proteinas desconhecidas, fusionadas à região de ativa- 
ção. Assim, cada célula de levedura contém a proteina A li- 
gada ao DNA e a uma das alternativas de proteina B 
fusionada a uma região de ativação. Qualquer célula conten- 
do uma combinação de A e B que seja interativa ativará o 
gene repórter. Essa célula formará uma colônia, identificada 
após o plaqueamento em um meio indicador adequado. Ba- 
sicamente, o gene repórter seria o lacZ, e as colônias positi- 
vas (as correspondentes a células que expressam o gene re- 
pórter) seriam azuis em placas indicadoras apropriadas. 


QUADRO 19-1 FIGURA 1 Como funciona o ensaio de 
duplo-híbrido. O gene repórter usado em um ensaio destes 
seria normalmente o lacZ ou algum outro gene que gera um 
produto facilmente detectável. 


para uma atividade significativa. Mas se cada região ativadora é apenas uma 
superfície adesiva geral, é fácil imaginá-la composta por unidades menores, 
mais fracas. Regiões ativadoras e seus alvos não interagem da maneira “chave 
e fechadura”.) 

Recentemente, uma série de estudos estruturais de NMR investigou a na- 
tureza da interação entre uma região ativadora ácida do ativador de levedura, 
Gcn4, e um de seus alvos na proteína Galli (uma subunidade do Mediador; ver 
Cap. 13). A região ativadora forma uma estrutura helicoidal ao ligar-se a uma 
fenda do alvo, Mas esta estrutura é dinâmica e, de fato, pode ocorrer em várias 
conformações e orientações diferentes, com apenas uma única interação hidro- 
fóbica entre um resíduo na região ativadora e o alvo sendo essencial e encon- 
trado em todos os casos. Este tipo de “complexo difuso” pode explicar por que 
regiões ativadoras parecem ser capazes de interagir com várias proteínas-alvo 
diferentes quando ativam a transcrição, como será discutido na próxima seção. 

Existem outros tipos de regiões ativadoras. Estas incluem regiões ativa- 
doras ricas em glutamina como a encontrada no ativador de mamíferos SP1. 
Além disso, regiões ativadoras ricas em prolina foram descritas - por exemplo, 
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em outro ativador de mamíferos, CTF1. Essas regiões também não têm es- 
truturas definidas. De modo geral, enquanto as regiões ativadoras ácidas são 
tipicamente fortes e funcionam em todos os organismos eucarióticos em que 
foram testadas, outras regiões de ativação são mais fracas e apresentam um 
âmbito de atuação menos universal do que as da classe ácida. 


RECRUTAMENTO DE COMPLEXOS PROTEICOS PARA OS 
GENES MEDIADO POR ATIVADORES EUCARIÓTICOS 


Viu-se que nas bactérias, nos casos mais comuns, um ativador estimula a trans- 
crição de um gene ligando-se ao DNA com uma de suas superfícies e intera- 
gindo com a RNA-polimerase, recrutando-a para o gene com outra superfície 
(ver Cap. 18, Fig. 18-1). Os ativadores eucarióticos também atuam desse modo, 
mas raramente, ou nunca, por meio da interação direta entre ativador e RNA- 
-polimerase, Ao invés disso, o ativador recruta a polimerase indiretamente ou 
recruta outros fatores necessários após a polimerase ter-se ligado. Assim, o ati- 
vador interage com outras partes da maquinaria de transcrição que não a pró- 
pria polimerase e, recrutando-as, recruta também a polimerase. Além disso, os 
ativadores recrutam modificadores de nucleossomos que alteram a cromatina 
nas proximidades de um promotor e, desta forma, auxiliam o início da trans- 
crição. Finalmente, os ativadores podem recrutar fatores necessários para que a 
polimerase inicie ou alongue a transcrição. Em todas estas funções, o ativador 
está meramente recrutando proteínas para o promotor. Nas bactérias, a RNA- 
-polimerase é a única proteina que necessita ser recrutada; este não é o caso 
em eucariotos. De fato, em eucariotos, um dado ativador pode agir de todas 
as três maneiras: recrutamento de modificadores e remodeladores de nucleos- 
somo para “abrir” o promotor, recrutamento de complexos de fatores de trans- 
crição gerais (p. ex., Mediador), e recrutamento de complexos proteicos que 
estimulam o início e o alongamento por Pol II (p. ex., complexo pTEFb/SEC). 
Primeiro, será abordado o recrutamento da maquinaria transcricional. 


Os ativadores recrutam a maquinaria 
de transcrição para o gene 


A maquinaria transcricional eucariótica contém várias proteínas além da RNA- 
-polimerase, conforme visto no Capítulo 13. Muitas destas proteinas estão em 
complexos pré-formados como o Mediador e o complexo TFIID (ver Cap. 13, 
Tab. 13-2 e Fig. 13-20). Os ativadores interagem com um ou mais desses comple- 
xos e os recrutam para o gene (Fig. 19-9). Outros componentes, que não são dire- 
tamente recrutados pelo ativador, ligam-se cooperativamente com os recrutados. 

Muitas proteínas da maquinaria transcricional mostraram ligar-se a re- 
giðes ativadoras in vitro. Por exemplo, uma região ativadora ácida pode inte- 
ragir com componentes do Mediador e com subunidades do TFIID. 
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FIGURA 19-9 Ativação do início 
da transcrição em eucariotos por re- 
crutamento da maquinaria de trans- 
crição. Um único ativador é mostrado re- 
crutando dois possíveis complexos-alvo: o 
Mediador e, através dele, a RNA-polime- 
rase Il, bem como o fator de transcrição 
geral TFIID. Outros fatores de transcrição 
geral são recrutados como parte dos com- 
plexos do Mediador, Pol Il ou TFIID, ou são 
recrutados separadamente pelo ativador, 
ou podem ligar-se espontaneamente na 
presença de componentes recrutados. Es- 
tes não estão representados aqui. Na ver- 
dade, esse recrutamento seria geralmente 
mediado por mais de um ativador, ligado 
a montante do gene. 
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FIGURA 19-10 Ativação da trans- 
crição por meio da ligação direta do 
Mediador ao DNA. Este é um exemplo 
de experimento que dispensa um ati- 
vador, como descrito no Capítulo 18, 
Quadro 18-1. Neste caso, o gene GALT 
é ativado na ausência de seu ativador 
normal, o Gal, por uma fusão do domi- 
nio de ligação ao DNA de LexA serem a 
um componente do complexo Mediador 
(Gal11/Med15) (ver Cap. 13, Fig. 13-20), 
A ativação depende dos sitios de ligação 
ao DNA de LexA serem inseridos a mon- 
tante do gene, Outros componentes 
necessários para o início da transcrição — 
como o TFIID — são supostamente ligados 
junto com o Mediador e a Pol Il 


O recrutamento pode ser visualizado usando a técnica chamada imuno- 
precipitação de cromatina (ChIP, chromatin immunoprecipitation), des- 
Crita no Capítulo 7. Esta técnica revela quando uma dada proteína se liga 
a uma região definida do DNA em uma célula. Elaborações deste método, 
como a ChIP-chip e, agora mais comumente usada, ChIP-Seg, são descritas 
no Quadro 19-2. Na maioria dos genes (embora não em todos, como será 
visto aqui), a maquinaria transcricional aparece no promotor apenas após a 
ativação do gene. Ou seja, a maquinaria não está pré-ligada, confirmando que 
o papel do ativador é recrutá-la. 

Em bactérias, viu-se que os genes ativados pelo recrutamento (como os 
genes lac) podem ser ativados em experimentos que dispensam o ativador 
(Cap. 18, Quadro 18-1). No experimento, a ativação é observada quando a 
RNA-polimerase é recrutada ao promotor na ausência da interação natural en- 
treo ativador e a polimerase. Experimentos similares funcionam em levedura. 
Assim, o gene GAL! (normalmente ativado por Gal4) pode ser ativado da 
mesma maneira por uma proteína de fusão contendo o domínio de ligação ao 
DNA da proteína bacteriana LexA, fusionado diretamente a um componente 
do complexo Mediador (Fig. 19-10). 

É importante notar que esses experimentos não excluem a possibilidade 
de que pelo menos alguns ativadores não apenas recrutem partes da maqui- 
naria transcricional como também induzam modificações alostéricas nelas. 
Essas modificações poderiam estimular a eficiência do início da transcrição. 
Entretanto, o recrutamento da maquinaria para um ou outro gene é a base da 
sua especificidade; isto é, a escolha do gene a ser ativado depende do gene que 
obteve sucesso no recrutamento da maquinaria para si. Além disso, O sucesso 
dos experimentos que dispensam o ativador sugerem que quaisquer eventos 
alostéricos que ocorrem durante o início não requerem que o ativador faça 
qualquer coisa além de recrutar proteínas para o gene. 
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Quadro 19-2 Os ensaios de ChiP-Chip e ChiP-Seq são os melhores métodos para a identificação de reforçadores. 


No Capítulo 7, foi descrito o método de imunoprecipita- 
ção de cromatina (ChIP). Este método permite ao pesquisa- 
dor identificar a quais sequências específicas do DNA uma 
dada proteina está ligada no genoma de uma célula — e, 
de fato, com quais outras proteinas ela também interag 
Como foi descrito, no procedimento de ChiP, células, teci- 
dos, órgãos ou até mesmo embriões inteiros são tratados 
com formaldeído para fixar proteínas de ligação ao DNA 
com suas sequências de DNA e outras proteinas associa- 
das. A cromatina fixada é clivada em pequenos fragmentos 
com cerca de 200 pb. Um anticorpo contra a proteína de 
ligação ao DNA de interesse é usado para isolar os frag- 
mentos de DNA ligados à proteina. Na ChiP convencional, 
a fixação é revertida e o DNA imunoprecipitado é utilizado 
como molde para amplificação pela reação em cadeia da 
polimerase (PCR) com iniciadores de oligonucleotídeos cor- 
respondentes a determinados genes de interesse. Assim, a 
presença ou ausência de uma sequência amplificada revela 
se a proteina de interesse estava ou não ligada à sequência 
de DNA nas células a partir das quais a cromatina tratada 
com formaldeído foi isolada. 

As técnicas derivadas deste método, ChIP-chip e ChiP-Seg, 
tornam-no muito mais poderoso. Em vez de testar apenas para 
ver se a proteína está ligada a sítios específicos previamente 
identificados, estes métodos possibilitam detectar cada sítio 
ao qual a proteina de interesse se liga no genoma, mesmo que 
a localização e a sequência destes sítios sejam desconhecidas. 


No procedimento de ChiP-chip, após a reversão da fi- 
xação, todos os fragmentos de DNA imunoprecipitados são 
amplíficados por uma PCR na qual um iniciador genérico é 
ligado de maneira inespecífica às extremidades de todos os 
fragmentos de DNA, Após a amplificação, as moléculas de 
DNA são fluorescentemente marcadas e, então, em um pas- 
so final crucial, hibridizadas a um arranjo do genoma inteiro 
contendo fragmentos individuais do genoma que, juntos, 
representam o genoma inteiro. Isso permite a identificação 
de onde estão os fragmentos de DNA ligados à proteina de 
interesse no genoma inteiro da célula. 

A técnica de ChlP-chip tem sido utilizada para identificar 
a distribuição de várias proteinas reguladoras de interesse ao 
longo do genoma, Um exemplo do poder desta técnica é sua 
aplicação aos fatores de transcrição sequência-específicos Na- 
nog, Sox2 e Oct. Estas proteinas reguladoras são parcialmen- 
te responsáveis pelas propriedades distintas das células-tronco 
embrionárias humanas, como sua capacidade de autorreno- 
vação e de gerar diversos tipos de células especializadas, Elas 
também são suficientes, quando expressas em células adul- 
tas diferenciadas, para induzir nestas células propriedades de 
células-tronco que as tornam pluripotentes as chamadas 
células-tronco pluripotentes induzidas (células iPS, induced 
pluripotent stem cells) (para mais detalhes, ver Quadro 21-1). 

Anticorpos contra Nanog, Sox2 e Oct4 têm sido utiliza- 
dos para a identificação completa dos sítios de ligação in vivo 
para estas proteinas em células-tronco (Fig. 1 deste quadro). 
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Quadro 19-2 (Continuação) 
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Mais de 100 potenciais reforçadores-alvo foram identificados 
como conjuntamente regulados pelas três proteinas. Alguns 
destes reforçadores estão associados a genes reconhecida- 


enriquecimento 
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QUADRO 19-2 FIGURA 1 Identificação de reforçado- 
res regulados por fatores de células-tronco pela técnica 
de ChiP-chip. Um arranjo do genoma humano inteiro tipo 
tiling foi hibridizado com fragmentos de DNA associados a 
Nanog (verde), Sox2 (vermelho) e Octá (azul). As três protei- 
nas ligam-se a uma sequência flanqueadora 5' associada ao 
gene Hoxb?. (Adaptada, com permissão, de Boyer LA, et al. 
2005. Cell 122: 947-956, Fig. 2b. O Elsevier) 


mente importantes como reguladores do desenvolvimento, 
como Hoxb1, o qual está relacionado aos genes homeóticos 
de Drosophila (ver Cap. 21). 

A versão mais nova desta técnica, chamada de ChiP-Seq, 
é ainda mais poderosa e mais simples de executar. Uma vez 
que os fragmentos de DNA ligados à proteina de interesse 
são liberados pela reversão de sua fixação, eles são identifica- 
dos pelo sequenciamento direto usando métodos de sequen- 
ciamento de última geração (ver Cap. 7), Desta maneira, a se- 
quência exata e a abundância de cada sequência-alvo podem 
ser prontamente detectadas e medidas. 

Outra extensão destes métodos é vista na captura de 
conformação cromossômica - ou 3C (descrita no Cap. 7). 
Esta técnica é usada para identificar quando proteinas regu- 
ladoras ligadas a um reforçador estão próximas à maquinaria. 
transcricional em um determinado promotor - uma proximi- 
dade física interpretada para mostrar formação de alça entre 
um reforçador e o promotor. 

Na 3C, o mesmo procedimento básico é seguido, como 
já foi descrito, mas neste caso, as proteínas ligadas ao refor- 
gador são fixadas não apenas ao DNA, mas também a quais- 
quer outras proteínas com as quais interagem. Se isso incluir 
proteinas ligadas a outros sítios do DNA (p. ex, o promotor), 
então estes sítios de DNA também serão precipitados pelo 
anticorpo contra a proteina de interesse original. Antes de 
reverter a fixação e, assim, enquanto os vários fragmentos de 
DNA ligados à proteina são mantidos juntos, uma reação de 
ligação é realizada, unindo as extremidades dos fragmentos. 
de DNA ligados à proteina original e as extremidades ligadas 
a quaisquer outras proteínas complexadas a ela, A presença 
de moléculas híbridas específicas pode ser identificada de vá- 
rias formas e pode revelar os fragmentos de diferentes locali- 
zações no genoma (i.e. de um determinado reforçador e um 
promotor conhecido) que foram aproximados. 


Os ativadores também recrutam modificadores de 
nucleossomos que auxiliam a maquinaria de transcrição 
a ligar-se ao promotor ou a iniciar a transcrição 


Além do recrutamento direto da maquinaria de transcrição, o recrutamen- 
to dos modificadores dos nucleossomos pode ajudar a ativar um gene em- 
pacotado de forma inacessível na cromatina. Conforme foi discutido no 
Capítulo 8, há dois tipos de modificadores de nucleossomos: os que adicio- 
nam grupos químicos às caudas das histonas, como as histonas acetil- 
transferases (HATs), que adicionam grupos acetil; e os que deslocam (ou 
“remodelam”) os nucleossomos, como a atividade dependente de ATP de 
SWI/SNF. Como essas modificações ajudam a ativar um gene? Dois modelos 
básicos explicam como as modificações nos nucleossomos podem auxiliar a 
ligação da maquinaria de transcrição ao promotor (Fig. 19-11). 

Primeiro, o remodelamento e certas modificações podem expor sítios de 
ligação do DNA que de outro modo ficariam inacessíveis no interior do nucleos- 
somo. Por exemplo, acredita-se que removendo ou aumentando a mobilidade 
dos nucleossomos, os remodeladores liberem sítios de ligação para reguladores e 
pata a maquinaria de transcrição. Da mesma maneira, a adição de grupos acetil 
às caudas das histonas provoca uma alteração nas interações entre essas caudas 
e os nucleossomos adjacentes. Acredita-se que essa modificação “afrouxe” a es- 
trutura de cromatina, liberando sítios no DNA (ver Cap. 8 para uma descrição 


mais completa). 
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FIGURA 19-11 Alterações locais na estrutura da cromatina, dirigidas por ativa- 
dores. Os ativadores que podem ligar-se a sitios no DNA de um nucleossoma estão ilustrados 
ligados a montante de um promotor que está inacessível no interior da cromatina. (À direita) 
O ativador recruta um remodelador de nucleossomo, o qual altera a estrutura dos nucleosso- 
mos ao redor do promotor, tomando-o acessível e capaz de ligar-se à maquinaria de transcri- 
cão. (À esquerda) O ativador aparece recrutando uma histona acetilase, Essa enzima adiciona 
grupos acetil a resíduos da cauda das histonas (bandeiras azuis). Isso altera a compactação dos 
nucleossomos e também cria sítios de ligação para as proteinas portadoras de domínios de 
reconhecimento apropriados (bromodomínios) (Cap. 8, Figs. 8-41 e 8-42) Juntos, esses efeitos 
permitem a religação da maquinaria de transcrição ao promotor. 


Contudo, a adição de grupos acetil também ajuda na ligação da maquina- 
ria transcricional (e de outras proteínas) de outra maneira: ela cria sítios de ll- 
gação específicos nos nucleossomos para proteínas que possuem os chamados 
bromodomínios (Cap. 8, Fig. 8-41). Um componente do complexo TFIID 
contém bromodomínios e, por isso, liga-se melhor aos nucleossomos aceti- 
lados do que aos não acetilados. Assim, um gene que tenha nucleossomos 
acetilados em seu promotor apresenta maior probabilidade de ter maior afini- 
dade pela maquinaria de transcrição do que um gene com nucleossomos não 
acetilados. Outras proteínas contêm cromodomínios: estes reconhecem 
nucleossomos metilados, cujos exemplos serão abordados posteriormente. 
Quais partes da maquinaria de transcrição e quais modificadores de nu- 
cleossomos são necessários para transcrever um determinado gene? Quais 
componentes são diretamente recrutados por determinado ativador atuando 
em um determinado gene? Na maioria dos casos, as respostas a essas pergun- 
tas não são conhecidas, mas alguns componentes da maquinaria de trans- 
crição são exigidos com maior rigor por alguns genes do que por outros, e 
isso também aplica-se aos modificadores de nucleossomos. Em muitos casos, 
essas diferenças não são absolutas. Assim, enquanto absolutamente todos os 
genes exigem a RNA-polimerase, um determinado gene pode depender, ou 
não, de algum outro componente da maquinaria de transcrição em particular 
ou de um modificador de nucleossomo. Em alguns casos, um componente 
da maquinaria de transcrição poderia auxiliar, mas não ser absolutamente 
exigido (i.e., na ausência de dado componente a ativação é reduzida, mas não 
eliminada). Além disso, os componentes necessários para a ativação de um 
determinado gene podem variar de acordo com as circunstâncias, como a fase 
do ciclo celular. Por exemplo, Gal4 geralmente ativa de maneira eficiente o 
gene GALI na ausência de acetilases de histonas. Durante a mitose, porém, 
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quando a cromatina está mais condensada (Cap. 8), essa ativação é elimina- 
da, a menos que a acetilase seja recrutada para o gene. 

Em leveduras, experimentos recentes forneceram boas evidências de intera- 
ções particulares entre ativador e alvo em genes específicos. Como se observou 
anteriormente, o ativador ácido Gen4 interage com Gall1 (Med15); ele tam- 
bém interage com a subunidade TAF12 de TFIID e outros complexos envolvidos 
na transcrição, incluindo o remodelador de nucleossomo SWI/SNF. Além disso, 
Gal4 parece fazer contato com pelo menos três componentes: o Mediador, o 
TFIID e um terceiro complexo chamado SAGA (Spt-Ada-Gen5-acetiltransferase). 
O último destes complexos possui atividade de acetilação (ver Cap. 8, Tab. 8-7) e 
parece também ser capaz de interagir com a maquinaria transcricional. De fato, 
o SAGA, assim como TFIID, contém TAFs (fatores associados a TBP ) (Cap. 13), 
e é necessário em alguns promotores, no lugar de TFIID. Gal4 também recruta 
SWI/SNE. A capacidade de um ativador ácido, como o Gal4, atuar em genes com 
diferentes necessidades (p. ex., nos que necessitam de TFIID e de Mediador, bem 
como em outros que necessitam de SAGA e de Mediador) pode ser explicada por 
sua habilidade de interagir com múltiplos alvos. 

Observou-se que fusões de um domínio de ligação ao DNA com uma 
subunidade do Mediador podem ser suficientes para ativação (Fig. 19-10). 
Porém, embora a ativação alcance níveis normais nestes experimentos que 
dispensam ativador, ela é mais lenta, ou seja, leva mais tempo para que a 
expressão atinja níveis rapidamente alcançados por Gal4. Presumivelmente, 
níveis considerados de ativação são alcançados mais lentamente no experi- 
mento que dispensa o ativador devido à necessidade de outros componentes 
da maquinaria chegarem independentemente neste caso, em vez de serem 
diretamente recrutados como o são por Galá. 


Os ativadores recrutam fatores adicionais 
necessários para o início ou para o alongamento 
eficientes em alguns promotores 


A elaborada maquinaria transcricional de uma célula eucariótica contém di- 
versas proteinas necessárias para o início. Ela também contém proteínas que 
auxiliam no alongamento (ver Cap. 13). Alguns genes possuem sequências a 
jusante do promotor, que determinam pausas ou retardamentos da polimera- 
se logo após o início. À presença ou ausência de certos fatores de alongamen- 
to nesses genes influencia muito o seu nível de expressão. 

Um exemplo é o gene HSP70 de Drosophila. Esse gene, ativado por choque 
térmico, é controlado por dois ativadores que atuam em conjunto. O fator 
de ligação ao GAGA parece recrutar o suficiente da maquinaria transcricional 
para o promotor, para o início da transcrição. Mas, na ausência de um segun- 
do ativador, HSF, a polimerase que iniciou é retida a 25 a 50 pb a jusante do 
promotor. Em resposta a um choque térmico, HSF liga-se a sítios específicos 
no promotor e recruta uma quinase, a P-TEFb (do inglês, positive transcrip- 
tion elongation factor [fator positivo de alongamento de transcrição)), para as 
polimerases retidas. A quinase fosforila o domínio C-terminal (CTD) da su- 
bunidade maior da RNA-polimerase (a chamada “cauda” CTD; ver Cap. 13), 
liberando a enzima do bloqueio e permitindo a continuação da transcrição do 
gene. Estudos recentes sugerem que P-TEFb faz parte de um complexo maior, 
chamado SEC (do inglês, super elongation complex [complexo de superalon- 
gamento)), que libera a Pol II retida do promotor proximal. Curiosamente, 
várias das subunidades de SEC foram implicadas em leucemias infantis que 
surgem por translocações cromossômicas (Quadro 19-3), 

No Capítulo 13, viu-se que a fosforilação da cauda CTD na Sers da série 
de repetições da sequência heptapeptídica é um passo importante nos está- 
gios iniciais da transcrição de todos os genes, e que a quinase TFIIH pode 
realizar esta fosforilação. Não está claro se P-TEFb também é necessária para 
a maioria dos genes. P-TEFb parece estar envolvida na fosforilação da Ser2 
da série de repetições da sequência heptapeptídica da cauda CTD, e esta mo- 
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Quadro 19-3 Modificações de histonas, alongamento da transcrição e leucemia 


Leucemia é um câncer sanguineo caracterizado pelo aumento 
de leucócitos imaturos. Leucemias infantis são bastante co- 
muns, observadas em uma a cada 2.000 crianças com menos 
de 15 anos, A forma mais comum é chamada de LLA, ou leu- 
cemia linfoblástica aguda. Aproximadamente três quartos das 
crianças diagnosticadas com LLA possuem rearranjos cromos- 
sômicos que resultam na sintese de proteinas de fusão MML. 
A MML (do inglês, mixed lineage leukemia [leucemia de linha- 
gem mistal) está relacionada à proteína Trithorax de Droso- 
Phila, que é uma subunidade de um complexo modificador de 
histonas chamado Setl-COMPASS em leveduras. Estes comple- 
xos ativam regiões do promotor pela metilação da lisina 4 da 
histona H3 (trimetilação de H3K4, ou H3K4m3). Em Drosophila, 
o complexo de metilação H3K4 de Trithorax neutraliza os com- 
plexos de repressão Polycom, responsáveis pela trimetilação 
de H3K27. Assim, os complexos MLL, Set1 e Trithorax são regu- 
ladores positivos da expressão gênica. Eles conferem um sinal 
“positivo” à cromatina (H3K4me3) nas regiões promotoras de 
genes programados para ativação. 

Curiosamente, a maioria das proteínas de fusão MLL que 
resultam em leucemia linfoblástica aguda são fusões entre 
MLL e uma ou outra subunidade do complexo de superalon- 
gamento (SEC, super elongation complex), descrito no texto 
e envolvido no alongamento da Pol Il. A proteina de fusão 
MLL mais comum é a MLL-AFF1, mas outras incluem MLLENL 
e outras subunidades de SEC. Portanto, parece que há um 
mecanismo molecular subjacente comum a várias leucemias 
infantis diferentes: a fusão entre dois dos principais comple- 
xos reguladores da transcrição, MLL (ou Set, Trithorax) e SEC 
(ver Fig. 1 deste quadro). 


Sugeriu-se que a fusão funcional destes dois complexos 
resulta na expressão gênica “descontrolada” nos leucócitos. A 
ideia é que os complexos MLL normalmente “marcam” certos 
genes para expressão eventual via H3k4me3 em suas regiões 
promotoras. Essas modificações geralmente resultam na li- 
gação e pausa de Pol Il, mas não são suficientes para ativar 
a expressão gênica. Entretanto, as fusões MLL provocam sua 
ativação imediata porque SEC é recrutado para estes genes, 
onde desencadeia a liberação da Pol li pausada do promotor. 
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QUADRO 19-3 FIGURA 1 Fusão funcional de dois dos 
principais complexos reguladores da transcrição: quime- 
ras de MLL. Como ilustrado aqui, a MLL associa-se a, ou fu- 
siona-se a, uma das várias proteinas de SEC. Menin, um cofa- 
tor oncogênico, une MLL e suas proteínas associadas a LEDGF 
(do inglês, lens epithelium-derived growth factor [fator de 
crescimento derivado do epitélio do cristalino), um coativa- 
dor transcricional. GTF, que se liga à Pol Il, representa um fa- 
tor de transcrição geral, como uma subunidade do complexo 
Mediador. (Figura gentilmente cedida por Ali Shilatifard,) 


dificação está associada à liberação da Pol II ativada de sequências promo- 
toras (Fig. 13-21). Um ativador ácido forte, como Gal4, é capaz de recrutar 
P-TEFb/SEC junto com o restante da maquinaria. É possível que apenas em 
determinados genes o recrutamento da maquinaria seja subdividido entre re- 
guladores da maneira como se observa neste gene HSP70, permitindo uma 
camada extra de controle. Para uma visão geral da polimerase pausada e sua 
liberação, ver a Figura 19-12. 

O vírus da imunodeficiência humana (HIV, human immunodeficiency 
virus), que causa a Aids, transcreve seus genes a partir de um promotor con- 
trolado por P-TEFb (e SEC). Mais uma vez, a polimerase inicia a transcrição 
no promotor sob controle do ativador SP1, mas para logo em seguida. Neste 
caso, P-TEFb é trazida até a polimerase parada por uma proteína de ligação 
ao RNA, e não ao DNA. A proteína responsável é chamada de TAT. TAT reco- 
nhece uma sequência específica, próxima do início do RNA de HIV e presente 
no transcrito nascente gerado pela polimerase bloqueada. Outro domínio de 
TAT interage com P-TEFb, recrutando-a para a polimerase parada. Isso resulta 
na liberação da polimerase, na transcrição do genoma viral e na infecção da 
célula hospedeira, geralmente um linfócito T. 

Hoje se acredita que a polimerase pausada seja mais comum, sobretudo 
durante o desenvolvimento. Assim, estudos recentes em células-tronco em- 
brionárias humanas e no embrião inicial de Drosophila sugerem que cerca de 
um terço de todos os genes codificadores de proteína contém Pol II pausada 
antes de sua ativação durante o desenvolvimento. Esses genes podem ser par- 
ticularmente dependentes do recrutamento de SEC para sua expressão. 
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É possível que a Pol II pausada seja também uma forma de excluir nucle- 
ossomos inibidores da região promotora, tornando o promotor “engatilha- 
do” para ativação rápida por sequências reguladoras a montante, Leveduras 
geralmente são desprovidas de Pol II pausada, mas parecem usar uma estra- 
tégia diferente para criar promotores engatilhados prontos ou “abertos”. Es- 
pecificamente, alguns promotores de leveduras contêm sequências ricas em 
AT que diminuem a formação de nucleossomos. Talvez a Pol II pausada e as 
sequências ricas em AT do promotor alcancem o mesmo objetivo: manter os 
promotores relativamente livres de nucleossomos e, portanto, prontos para 
uma rápida indução. Como já foi discutido em detalhes, Galá ativa o gene 
Gal1 em leveduras, ao ligar-se a seus sítios em UASg (ver Fig. 19-3). Existe, 
na verdade, uma segunda proteína (RSC) que se liga a sítios dentro desta 
região reguladora (Fig. 19-13). O papel de RSC é fixar e parcialmente desen- 
rolar um nucleossomo sobre UASg. Esta ação tem dois efeitos: ao desenrolar 
parcialmente o DNA do nucleossomo, ela garante que os sítios de ligação a 
Gal4 estejam livres para sua ligação; e ao manter o nucleossomo em uma 
posição fixa, ela coloca os nucleossomos próximos em fase, assegurando 
que eles se liguem em locais definidos. Um destes está posicionado sobre 
o sítio de início de transcrição e, após a ativação, Gal4 recruta SWI/Snf, 
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FIGURA 19-13 O complexo RSC ajuda Gal4 a ativar de maneira eficiente na pre- 
sença de nucleossomos. Como visto na Figura 19-3, Gal4 liga-se a quatro sítios de UASg, a 
montante do gene Gall. Outra proteina, a RSC, também se liga em sítios de UASg, conforme 
indicado (em roxo). A RSC mantém um nucleossomo parcialmente desenrolado, tornando os 
sítios de Gal4 disponíveis, e coloca os nucleossomos circundantes em fase. Estes suprimem a 
expressão basal mas são removidos, de maneira eficaz, após a ativação por SWi/snf recrutado 
por Gal. As localizações dos nucieossomos e o comprimento do DNA que eles induem estão 
indicados a seguir, em elipses verdes e azuis. (Redesenhada, com permissão, de Wang X. et al. 
2011. Trends Genet. 27: 487-492, Fig. 1. © Elsevier) 
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FIGURA 19-12 Pausa e liberação 
de Pol Il. Após a fostorilação da Ser5 na 
“cauda” por TFIIH (ver Fig. 13-21), a po- 
limerase inicia a transcrição, contudo, em 
alguns promotores (ver texto), ela para 
até que uma segunda fosfarilação na Ser2 
seja feita por meio do recrutamento (por 
um ativador) da quinase P-TEFb (que é 
encontrada no complexo SEC, como des- 
crito no texto). A pausa é mediada pelo 
complexo chamado NELF que, juntamen- 
te com outros fatores, é descartado após 
a liberação da pausa. (Redesenhada, com 
permissão, de Levine M. 2011. Cell 145: 
502-511, Fig. 3. © Elsevier) 
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como já foi discutido, o que remove de maneira eficiente este nucleossomo 
(ver Fig. 19-11), permitindo que o restante da maquinaria transcricional seja 
recrutada para o promotor e a transcrição seja iniciada (Fig. 19-13). 


Ação à distância: alças e isoladores 

Em eucariotos — sobretudo nos eucariotos superiores -, muitos ativadores 
atuam à distância. Nas células de mamíferos, por exemplo, os reforçadores 
podem ser encontrados a várias dezenas ou centenas de quilobases a mon- 
tante (ou a jusante) dos genes que eles controlam. Viu-se que, nas bactérias, 
proteínas ligadas a sítios afastados no DNA podem interagir, pela formação 
de uma alça no DNA que acomoda essa reação. Porém, nestes casos, estavam 
sendo consideradas proteínas que se ligam com apenas poucas centenas de 
pares de bases de distância, suficientemente próximas umas das outras para 
permitir que sua chance de interação seja muito mais alta no DNA do que fora 
dele. Essa vantagem é perdida se os sítios aos quais elas se ligam estiverem 
separados por várias quilobases. 

Existem mecanismos para auxiliar na comunicação entre as proteínas li- 
gadas à distância. Lembre-se de uma das maneiras pelas quais isso pode ser 
feito em bactérias. A proteína “de arquitetura” IHF (do inglês, integration host 
factor [fator de integração do hospedeiro) liga-se a sítios do DNA e provoca 
sua curvatura. Em alguns genes controlados por NtrC, os sítios IHF são en- 
contrados entre os sítios de ligação do ativador e o promotor. Ao dobrar o 
DNA, o IHF ajuda o ativador ligado ao DNA a alcançar à RNA-polimerase no 
promotor (ver Cap. 12, Fig. 12-11). 

Vários modelos foram propostos para explicar como as proteínas podem 
auxiliar na ativação nas células de eucariotos superiores, ligando-se entre os 
reforçadores e os promotores. Em Drosophila, o gene cut é ativado a partir de 
um reforçador a cerca de 100 kb de distância. Uma proteína chamada Chip 
(que não tem relação com a técnica que tem esse nome) auxilia na comunica- 
ção entre o reforçador e o gene. Assim, mutantes do gene que codifica Chip 
afetam a força da ativação. Ainda não está claro como Chip atua, mas um 
modelo propõe que ela se liga em múltiplos sítios do DNA entre o reforçador 
eo promotor e, interagindo consigo, forma várias pequenas alças no DNA 
interveniente, cujo efeito cumulativo resulta na aproximação do promotor e 
do reforçador. A coesina, um complexo proteico envolvido no pareamento 
de cromossomos homólogos durante a divisão celular (descrita no Cap. 8; ver 
Fig. 8-14), também foi implicada na estabilização de algumas alças de reforça- 
dor-promotor. A coesina é encontrada ligada ao Mediador e, em experimen- 
tos de ChIP-seq do genoma inteiro, é geralmente encontrada em associação 
com proteínas ligadas a reforçadores e promotores. 

Existem outros modelos. Em eucariotos, o DNA está empacotado em nu- 
cleossomos, como visto anteriormente, e deste modo, sítios separados por 
muitos pares de bases podem não estar, efetivamente, tão distantes na célula 
quanto se poderia supor. A cromatina também pode, em alguns locais, formar 
estruturas especiais que aproximam ativamente os reforçadores e os promo- 
tores. Os reforçadores foram descobertos há mais de 30 anos e, ainda assim, a 
base das interações de longo alcance entre reforçador e promotor permanece 
um mistério central da regulação gênica. 

Se um reforçador ativa um determinado gene a 400 kb de distância, o que 
o impede de ativar outros genes cujos promotores estão dentro dessa faixa 
de alcance? Em média, como há um gene a cada 100 a 200 kb em um típico 
genoma de vertebrado, o reforçador precisa “escolher” entre dois ou mais 
genes. Elementos específicos, chamados isoladores, controlam as ações dos 
ativadores. Quando colocado entre um reforçador e um promotor, o isolador 
inibe a ativação do gene pelo reforçador. Como demonstra a Figura 19-14, o 
isolador não inibe a ativação do mesmo gene por um reforçador diferente, 
colocado a jusante do promotor; nem impede o ativador original de atuar 
sobre um gene diferente. Assim, as proteínas que se ligam aos isoladores não 
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reprimem ativamente o promotor nem inibem as atividades dos ativadores. 
O que elas fazem é bloquear a comunicação entre os dois. Os isoladores ge- 
ralmente se ligam a uma grande proteína com dedo de zinco chamada CTCF. 
Hoje, acredita-se que a CTCF também se ligue à coesina e que este complexo 
forme uma alça cromossômica com o promotor mais próximo, impedindo, 
assim, que reforçadores distantes do isolador formem uma alça semelhante. 

Em outros experimentos, os isoladores também parecem ser capazes de 
inibir a disseminação das modificações na cromatina. Como visto, o estado 
modificado da cromatina local influencia a expressão dos genes. A seguir, 
será visto que a propagação de certas modificações repressoras de histonas em 
determinados segmentos da cromatina são fundamentais em um fenômeno 
chamado silenciamento da transcrição. O silenciamento é uma forma 
especializada de repressão, que pode espalhar-se ao longo da cromatina, des- 
ligando vários genes, sem a necessidade de sítios de ligação para repressores 
específicos em cada um. Os elementos isoladores podem bloquear essa ex- 
pansão e, assim, os isoladores protegem os genes tanto de ativação quanto de 
repressão indiscriminada. 

Essa situação impõe consequências a algumas manipulações experimen- 
tais. Um gene inserido ao acaso em um genoma de mamífero frequentemente 
é “silenciado”, porque é incorporado a uma forma especialmente densa de 
cromatina, chamada heterocromatina. Entretanto, se forem colocados iso- 
ladores a montante e a jusante do gene, eles protegem-no do silenciamento. 


A regulação apropriada de alguns grupos de 
genes exige regiões controladoras de locus 


Os genes da globina humana são expressos nas hemácias dos adultos e em 
várias células da linhagem que as formam durante o desenvolvimento. Exis- 
tem cinco genes de globina diferentes nos humanos (Fig. 19-15a) e, embora 
constituam um agrupamento, esses genes não são expressos todos ao mesmo. 
tempo. Em vez disso, genes diferentes são expressos em diferentes estágios de 
desenvolvimento, começando com e (no feto), então os genes y, seguidos por 
8 e culminando com a expressão da -globina após o nascimento. Como essa 
regulação é atingida? 

Cada gene tem seu próprio repertório de sítios reguladores, necessários 
para ligá-lo no momento certo durante o desenvolvimento nos tecidos apro- 
priados (no caso, em células sanguíneas em diferenciação). Assim, o gene 
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FIGURA 19-14 Os isoladores blo- 
queiam a ativação pelos reforçado- 
res. (a) Promotor ativado por ativadores 
ligados a um reforçador. (b) Um isolador 
está colocado entre o reforçador e o pro- 
motor. Quando ligado a uma proteina de 
ligação ao isolador CTCF, a ativação do 
promotor peio reforçador é bloqueada, 
independente de os ativadores estarem 
ligados ao reforçador. (c, d) Os ativado- 
res no reforçador e o promotor não são 
desativados pela ação do isolador, Assim, 
o ativador pode ativar outro promotor 
próximo (c), e o promotor original pode 
ser ativado por outro reforçador, situado 
a jusante (d). 
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FIGURA 19-15 Regulação por 
LCRs. (a) Os genes de globina humanos e 
a região controladora de locus (LCR) que 
garante sua expressão ordenada. O gene 
da e-globina, que é expresso ao longo 
de todo o desenvolvimento, não está 
representado; seu produto combina-se 
com cada uma das globinas apresentadas 
aqui, produzindo diferentes formas de 
hemoglobina em diferentes estágios do 
desenvolvimento. (b) Genes de globina de 
camundongos, que também são regula- 
dos por uma LCR. (e) Agrupamento gêni- 
co HoxD do camundongo, controlado por 
um elemento chamado GCR que, como as 
LCAs, parece impor uma expressão orde- 
nada no agrupamento gênico. 
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da f-globina (expresso na medula óssea adulta) tem dois reforçadores: um a 
montante e outro a jusante do promotor. Todos os reguladores corretos estão 
ativos e presentes nas concentrações apropriadas para ligar esses reforçadores 
apenas na medula óssea adulta. Mas é preciso mais do que Isso para ligar os 
diversos genes das globinas na ordem correta. 

Um grupo de elementos reguladores, coletivamente chamado de região 
controladora de locus (LCR, locus control region) é encontrado 30 a 50 kb 
a montante do agrupamento dos genes de globina. Uma situação semelhante 
é vista no agrupamento de genes Hoxd de camundongos. Estes genes estão 
envolvidos no padrão de desenvolvimento de membros e são expressos de 
maneira precisa no embrião (Cap. 21). Os genes Hoxd são controlados por um 
elemento chamado GCR (do inglês, global control region [região controladora 
global)) que atua como a LCR. 

A LCR é constituída por múltiplos elementos. Alguns deles têm proprieda- 
des de reforçadores: isto é, se essas sequências forem ligadas experimentalmen- 
te a montante de um gene repórter, são capazes de ativá-lo. Outras regiões da 
LCR agem mais como elementos isoladores e outras parecem ter propriedades 
de promotores. Essa diversidade de elementos levou a numerosos modelos de 
funcionamento das LCRs. Foi proposto um modelo em que toda a maquinaria 
de transcrição é recrutada para a LCR e dali transcreve todo o locus, abrindo a 
cromatina à medida que progride, liberando os elementos locais de controle 
anteriores a cada gene. Então, cada um desses promotores produziria altos ní- 
veis de expressão de cada gene, de acordo com a necessidade. 

Experimentos recentes utilizaram técnicas que permitem visualizar a lo- 
calização celular do LCR e do promotor durante a ativação (p. ex., a captu- 
ra da conformação de cromossomos; ver Quadro 19-2). Estes estudos foram 
realizados com vários genes controlados por LCRs e elementos semelhantes 
a LCRs. Em todos os casos, os resultados mostram que as proteínas regulado- 
ras ligadas às sequências reguladoras a montante são encontradas bastante 
próximas ao promotor, quando este é ativado. Isso corrobora a ideia de que 
proteínas ligadas a LCRs interagem com outras no promotor e que o DNA 
interveniente forma uma alça para fora para acomodar a interação. 

A ativação por LCR está associada a uma substancial modificação da cro- 
matina. Ainda não está claro como isso está ligado à ativação. “Abrir” a cro- 
matina em torno da própria LCR ou do promotor pode ajudar. Isso também 
pode alterar a cromatina entre os dois de uma maneira que ajude na formação 
da alça. 
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INTEGRAÇÃO DE SINAIS E CONTROLE COMBINATÓRIO 


Os ativadores trabalham sinergicamente 
para integrar os sinais 


Em bactérias, foram vistos exemplos de integração de sinais na regulação gê- 
nica, Lembre-se, por exemplo, que os genes lac da Escherichia coli são expres- 
sos de maneira eficiente apenas quando a lactose está presente e a glicose 
está ausente, Esses dois sinais são comunicados ao gene por dois reguladores 
separados: um deles é um ativador e o outro, um repressor. Nos organismos 
multicelulares, a integração de sinais é usada intensamente. Em alguns ca- 
sos, são necessários diversos sinais para ligar um gene, Mas, assim como nas 
bactérias, cada sinal é transmitido ao gene por um regulador separado, de 
modo que, em muitos genes, vários ativadores precisam atuar em conjunto 
para ligá-los. 

Quando vários ativadores funcionam juntos, eles fazem isso sinergica- 
mente. Isto é, o efeito de dois ativadores atuando juntos, por exemplo, é 
maior (em geral, muito maior) do que a soma das ações de cada um deles 
isoladamente. A sinergia pode resultar de vários ativadores recrutando um 
único componente da maquinaria de transcrição; de vários ativadores, cada 
um recrutando um componente diferente; ou de vários ativadores auxiliando 
na ligação a seus sítios a montante do gene que eles controlam. Antes de dar 
exemplos, as três estratégias serão discutidas brevemente. Exemplos adicio- 
nais de sinergia transcricional estão descritos no Capítulo 21, Quadro 21-4. 

Dois ativadores podem recrutar um único complexo — por exemplo, o 
Mediador -, interagindo com diferentes partes deste complexo. A energia 
de ligação combinada terá efeito exponencial no recrutamento (ver Cap. 3, 
Tab, 3-1). Nos casos em que os ativadores recrutam diferentes complexos (ne- 
nhum deles poderia ligar-se de maneira eficiente sem auxílio), a sinergia é 
ainda mais fácil de ser compreendida. 

A sinergia também pode resultar do auxílio mútuo entre ativadores, pro- 
movendo sua ligação em condições em que a ligação de um depende da li- 
gação do outro. Esta cooperação pode ser do tipo encontrado em bactérias, 
nas quais os dois ativadores interagem quando seus sítios se ligam ao DNA 
(p. ex., no caso do repressor de à mostrado no Cap. 18, Fig. 18-26). Mas ela 
pode funcionar também de outras maneiras: um ativador pode recrutar algo 
que ajude o segundo ativador a ligar-se. A Figura 19-16 ilustra as diferentes 
formas pelas quais os ativadores ajudam uns aos outros a ligar-se ao DNA, in- 
cluindo a ligação cooperativa “clássica”; o recrutamento de um modificador 
por um ativador, para facilitar uma segunda ligação; e a ligação de um ativa- 
dor ao DNA nucleossomal, expondo o sítio de ligação para outro. 

A sinergia é essencial para a integração dos sinais pelos ativadores. Con- 
sidere-se um gene cujo produto só é necessário quando forem recebidos dois 
sinais, e que cada sinal é comunicado ao gene por um ativador distinto. 
O gene deve ser expresso de maneira eficiente, quando ambos os ativadores 
estiverem presentes, mas deve ficar relativamente inacessível à ação isolada 
de cada ativador. Assim, o molde atua como uma matriz para a ação seletiva 
de múltiplos sinais. 


Integração de sinais: o gene HO é controlado por 
dois reguladores - um recruta os modificadores de 
nucleossomos e o outro recruta o Mediador 


A levedura Saccharomyces cerevisiae divide-se por brotamento: em vez de dividir- 
-se para gerar duas células-filhas idênticas, a chamada célula-mãe brota para ge- 
rar uma célula-filha. Neste texto, o foco será a expressão do gene HO. (A função 
desse gene foi descrita no Cap. 12 e, portanto, não será abordada aqui.) O gene 
HO é expresso apenas nas células-mães, e somente em um determinado período 
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FIGURA 19-16 Ligação coopera- 
tiva de ativadores. São apresentados 
quatro modos pelos quais a ligação de 
uma proteina a um sítio do DNA pode 
ajudar na ligação de outra proteína a um 
sítio vizinho. Em (a), é ilustrada a ligação 
cooperativa pela interação direta entre as 
duas proteínas, como se viu no repressor 
de à no Capítulo 18, e como também será 
visto em muitos reguladores de eucario- 
tos. Em (b), é obtido um efeito semelhan- 
te, pela interação das duas proteinas com 
uma terceira, Em (c) e (d), são demonstra- 
dos os efeitos indiretos em que a ligação 
de uma proteína a seu sítio no DNA dos 
nucleossomos auxilia na ligação de uma 
segunda proteina. Em (c), a primeira pro~ 
teína recruta um remodelador de nucleos- 
somo, cuja ação torna um sitio de ligação 
acessível para uma segunda proteina, 
Em (d), a ligação da primeira proteína ao 
seu sítio ocorre porque esse sítio situa-se 
exatamente no local de saída do DNA, 
no nucleossomo. A sua ligação afrouxa 
ligeiramente este DNA do nucieossomo, 
expondo o sitio de ligação da segunda 
proteína. Cada um desses mecanismos ex- 
plica como um regulador auxilia os outros 
a se ligarem ou, de fato, como um ativa- 
dor pode auxiliar a maquinaria de trans- 
crição a ligar-se a um promotor. 


do ciclo celular (transição de G, para S ). Essas duas condições são comunicadas 
ao gene por dois ativadores: SWIS e SBF. SWIS liga-se a diversos sítios, a alguma 
distância do gene; o mais próximo está a mais de 1 kb do promotor (Fig. 19-17). 
SBF também se liga a múltiplos sítios, mas eles estão localizados mais perto do 
promotor. Por que a expressão do gene depende dos dois ativadores? 

O SBF (que é ativo apenas durante a transição de G, para S no ciclo ce- 
lular) é incapaz de ligar-se a seus sítios sem auxílio; ele é impedido pela dis- 
posição desses sítios na cromatina. O SWIS (que atua apenas na célula-mãe) 
consegue ligar-se a seu sítio sem auxílio, mas não consegue, a esta distância, 
ativar o gene HO. (Lembre que, em leveduras, os ativadores normalmente não 
atuam em longas distâncias.) O SWIS consegue, no entanto, recrutar modifi- 
cadores de nucleossomos (uma histona acetiltransferase e a enzima remodela- 
dora SWI/SNF). Estes atuam sobre os sítios do SBF nos nucleossomos. Assim, 
se ambos os ativadores estiverem presentes e ativos, a ação do SWIS permite 
que o SBF se ligue, e este, por sua vez, recruta a maquinaria de transcrição 
(ligando-se diretamente ao Mediador) e ativa a expressão do gene, 


Integração de sinais: ligação cooperativa de 
ativadores no gene do interferon-B humano 
O gene do interferon- humano é ativado em células infectadas por vírus. 


A infecção desencadeia três ativadores: NF-KB, IRF e Jun/ATF. Essas pro- 
teínas ligam-se cooperativamente a sítios fortemente compactados de um 
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reforçador localizado cerca de 1 kb a montante do promotor. Os ativadores 
ligam-se ao reforçador de maneira altamente cooperativa, formando uma 
estrutura chamada reforçassomo (Fig. 19-18). Os ativadores recrutam, en- 
tão, um coativador, uma proteína chamada CBP (do inglês, CREB-binding 
protein [proteína de ligação a CREB]) ou seu parente próximo, p300. Esta 
proteína possui atividades modificadoras de histona e pode recrutar ativi- 
dades remodeladoras de nucleossomo (p. ex., SWI/SNF), bem como a pró- 
pria maquinaria transcricional. 

Além dos ativadores listados anteriormente, outra proteína liga-se ao 
reforçador - HMGA1. Esta proteína liga-se à fenda menor na face oposta do 
DNA e ajuda na montagem do reforçassomo, embora ela provavelmente 
não faça parte da estrutura final. De fato, parece que seria impossível que 
ela permanecesse ligada uma vez que todos os ativadores estivessem pre- 
sentes; o DNA estaria simplesmente lotado. A Figura 19-18 mostra como 
se acredita que o reforçassomo seja montado, e a Figura 19-19a mostra 
a estrutura cristalográfica dos domínios de ligação ao DNA de todos os 
ativadores ligados ao DNA do reforçador. Como mostra a Figura 19-18, o 
DNA do reforçador é curvado, mas quando os ativadores estão ligados ele 
fica relativamente reto; HMGAI endireita o DNA e ajuda na formação da 
estrutura final. 

Uma característica curiosa da estrutura é que essencialmente todas as ba- 
ses do DNA dentro do reforçador estão envolvidas na ligação ao ativador, mo- 
tivo pelo qual se acredita que não haja espaço para HMGAI na estrutura final. 
Esse uso exaustivo da informação de sequência no reforçador provavelmente 
também explica por que este reforçador é tão altamente conservado dentre 
organismos tão diferentes como seres humanos, camundongos e equinos; de 
fato, ele é ainda mais altamente conservado do que a sequência codificadora 
do próprio gene (ver Fig. 19-19b). 

Como se observou, os ativadores ligam-se — e o reforçassomo forma-se — 
de maneira altamente cooperativa, assegurando que todos os três ativadores 
estejam presentes. A seguir, são descritas três formas pelas quais os regula- 
dores podem ligar-se cooperativamente: (1) por meio de interações diretas 
proteína-proteína entre eles; (2) por meio de alterações no DNA causadas pela 
ligação de uma proteína que auxilia na ligação de outra; e (3) pelo fato de 
todos os ativadores interagirem simultaneamente com o coativador, CBP. As 
três podem operar neste caso, embora seja difícil saber a extensão das intera- 
ções proteína-proteina entre os ativadores: não há muitas evidências aparen- 
tes de interações diretas na estrutura, porém, apenas o domínio de ligação ao 
DNA dos ativadores está presente na estrutura, na maioria dos casos. 
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FIGURA 19-17 Controle do gene 
HO. O SWIS é capaz de ligar-se sem au- 
xlio a seus sítios na cromatina, mas O 
SBF não. Os remodeladores e as histonas 
acetilases recrutados pelo SWIS alteram 
os nucleossomos que encobrem os sítios 
para SBF, permitindo que este ativador 
se ligue próximo ao promotor, ativando 
o gene. O SWIS está ativo apenas em 
células-mãe porque um repressor (Ash1), 
que é produzido apenas em células-filhas, 
liga-se ao promotor de HO e inibe a ação 
deSW15. Nesta figura, para simplificar, os 
nucleossomos não estão representados. 
(Adaptada, com permissão, de Ptashne 
M. e Gann A. 2002. Genes & signals, 
p. 95, Fig. 2.18. © Cold Spring Harbor 
Laboratory Press.) 
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FIGURA 19-18 Reforçassomo do 
interferon-B humano. A ligação coo- 
perativa dos três ativadores, juntamente 
com a atividade da proteína de arquitetu- 
ra HMGAI, ativa o gene do interferon-B. 
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O controle combinatório tem papel central na 
complexidade e diversidade dos eucariotos 


Nas bactérias, são encontrados casos simples de controle combinatório. 
A CAP, por exemplo, está envolvida na regulação de vários genes, em colabo- 
ração com outros reguladores. Nos genes lac, ela atua com o repressor Lac; nos 
genes gal, atua com o repressor Gal (ver Cap. 18). 

Nos eucariotos, existe um extenso controle combinatório. Primeiro, será 
considerado um caso genérico (Fig. 19-20). Um gene A é controlado por qua- 
tro sinais (1, 2, 3 e 4), cada um deles atuando por meio de um ativador dis- 
tinto (ativadores 1, 2, 3 e 4). O gene B é controlado por três sinais (3, 5 e 6), 
atuando por meio dos ativadores 3, 5 e 6. Observa-se que há um sinal em 
comum entre estes dois casos, e o ativador por meio do qual este sinal atua é o 
mesmo em ambos os genes. Em organismos pluricelulares complexos, como à 
Drosophila e os seres humanos, o controle combinatório envolve muito mais 
reguladores e genes do que os apresentados neste tipo de exemplo, e, natu- 
ralmente, assim como os ativadores, repressores também podem estar envol- 
vidos. Como os reguladores podem misturar-se de maneira tão promíscua? 

Como discutido anteriormente, os vários ativadores agem sinergicamente. 
Na verdade, até mesmo várias cópias de um mesmo ativador agem em siner- 
gia, sugerindo que um mesmo ativador pode interagir com vários alvos (como 
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foi visto anteriormente). Isso explica por que diferentes reguladores podem 
atuar juntos em tantas combinações distintas: como cada um deles pode usar 
um arranjo de alvos, as combinações de atuação conjunta são ilimitadas. 

Ambos os exemplos de integração de sinal considerados anteriormente 
- o do gene HO em levedura e o do gene do interferon-8 humano — envol- 
vem ativadores que também regulam outros genes em exemplos de controle 
combinatório. Assim, o SWIS, do exemplo da levedura, participa na regulação 
de vários outros genes. No caso dos mamíferos, NF-KB regula não apenas o 
gene do interferon-B, como também vários outros genes, incluindo o gene da 
cadeia leve x da imunoglobulina em células B. Da mesma maneira, Jun/ATF 
atua com outros reguladores para controlar outros genes. Anteriormente, 
informou-se que algumas proteínas de ligação ao DNA ligam-se a parceiros 
alternativos na forma de heterodimeros. Isso oferece um nível adicional de 
controle combinatório. 
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FIGURA 19-19 Estrutura e se- 
quência do reforçassomo. (a) Estrutura 
cristalográfica do reforçassomo, revelan- 
do os domínios de ligação ao DNA dos 
ativadores ligados ao DNA do reforçador. 
(Panne D. et al. 2007. Cell 129: 1111. Có- 
digos PDB: 2061, 206G.) (Esta imagem 
é uma combinação de estruturas mon- 
tadas como modelo por Leemor Joshua- 
“Tor. Imagem preparada com MolScript, 
BobScript e Raster3D.) (b) Conservação 
das sequências do DNA do reforçador de 
interferon-B ao longo de espécies sepa- 
radas por mais de 100 milhões de anos. 
Estão também indicadas as sequências 
dentro do reforçador que são reconheci- 
das por cada ativador. 


FIGURA 19-20 Controle combi- 
natório. Dois genes estão representados, 
cada um deles controlado por múltiplos 
sinais - quatro no caso do gene A (a); três 
no caso do gene 8 (b). Cada sinal é co- 
municado a um gene por uma proteina 
reguladora. A proteina reguladora 3 atua 
sobre ambos os genes, em combinação 
com reguladores adicionais, diferentes 
nos dois casos. 
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O controle combinatório dos genes de 
tipos acasalantes de S. cerevisiae 


A levedura S. cerevisiae existe em três formas: duas células haploides de dife- 
rentes tipos acasalantes — a € a — e a diploide formada quando uma célula a 
e uma a acasalam e se fundem. As células dos dois tipos acasalantes diferem 
porque expressam diferentes conjuntos de genes: genes específicos de a e de 
a. Esses genes são controlados por ativadores e repressores em várias combi- 
nações, como descrito brevemente a seguir, 

A célula a e a célula a codificam reguladores específicos de tipo celular: 
células a produzem a proteína reguladora a1, e células a produzem as proteí- 
nasal e «2. Uma quarta proteína reguladora, chamada Mem, também está 
envolvida na regulação dos genes específicos de tipos acasalantes (e de muitos 
outros genes) e está presente em ambos os tipos celulares. Como esses vários 
reguladores atuam em conjunto para garantir que nas células a sejam ligados 
os genes específicos de a e os genes específicos de a sejam desligados; que 
nas células a ocorra o oposto; e que nas células diploides ambos os conjuntos 
permaneçam desligados? 

A organização dos reguladores nos promotores dos genes específicos de a 
e de a é apresentada na Figura 19-21. 


* Nas células a, os genes específicos de a estão desligados, porque não há 
ativadores ligados a eles, enquanto os genes específicos de a estão ativos, 
porque Mcm1 está ligado e os ativa. 


* Nas células a, os genes específicos de a estão ativados, porque Mem! está 
ligado a montante, causando a sua ativação, Nesses genes, Mem] liga-se a 
um sítio fraco, e só pode fazê-lo quando se liga de forma cooperativa com 
um monômero da proteína al. Isso garante que o Mcm1 ative esses genes 
somente nas células a. Os genes específicos de a são mantidos desligados 
nas células a pelo repressor a2. Nesses genes, este repressor liga-se coope- 
rativamente ao Mcm1 como dimero. Duas propriedades de a2 garantem 
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FIGURA 19-21 Controle de genes específicos do tipo celular em levedura. Como 
descrito em detalhes no texto, os três tipos celulares da levedura S. cerevisiae (as células ha- 
ploides a e, e a diploide a/a) são definidos pelos conjuntos de genes que expressam. Um 
regulador comum (Mcm]) e três reguladores específicos do tipo celular (a1, a1 e a2) regulam 
conjuntamente três classes de genes-alvo. O locus MAT é a região do genoma que codifica os 
reguladores do tipo acasalante (Cap. 12). 
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que genes específicos de a não sejam aqui expressos: ela cobre a região 
ativadora de Mcm1, impedindo que esta proteína atue como ativadora; 
ela também reprime ativamente os genes. O mecanismo por meio do qual 
O a2 atua como repressor será descrito na próxima seção. 

Nas células diploides, os genes específicos de a e de a estão desligados. Isso 
ocorre porque os genes específicos de a ligam-se a Mcm1 e a2 do mesmo 
modo que fazem nas células æ. Isso os mantém desligados. Os genes especí- 
ficos de a estão desligados porque, do mesmo modo que nas células a, não 
existem ativadores ligados a eles. 

Os dois tipos celulares haploides (a e a) expressam outra classe de genes, 
chamados genes específicos de haploides. Nas células diploides, esses 
genes são desligados pelo a2, que se liga como heterodímero com a pro- 
teína al a montante deles. Estes dois reguladores estão presentes simulta- 
neamente apenas nas células diploides. 


Os detalhes moleculares da regulação dos genes de tipos acasalantes são 
hoje conhecidos para outra espécie de leveduras. No Quadro 19-4, Evolução 
de um circuito regulador, compara-se como genes específicos de a e de a são 
regulados em S. cerevisiae e Candida albicans. A comparação revela como um 
circuito regulador gênico pode evoluir, assunto que será retomado em capítu- 
los subsequentes, 


REPRESSORES TRANSCRICIONAIS 


Viu-se que, nas bactérias, muitos repressores funcionam ligando-se a sítios 
que encobrem o promotor, bloqueando, desse modo, a ligação da RNA-po- 
limerase. Mas também foram vistos outros modos pelos quais eles podem 
atuar: podem ligar-se a sítios adjacentes aos promotores e, interagindo com a 
polimerase ligada, inibir o início da transcrição por essa enzima. Eles também 
podem interferir na ação dos ativadores. 

Todos esses mecanismos, exceto o primeiro (ironicamente, o mais comum 
em bactérias), são encontrados nos eucariotos. Vê-se também outra forma de 
repressão, talvez a mais comum em eucariotos, que funciona da seguinte ma- 
neira. Assim como os ativadores, os repressores podem recrutar modificadores 
de nucleossomos, porém, neste caso, as enzimas têm efeito oposto àqueles re- 
crutados pelos ativadores - elas compactam a cromatina ou removem grupos 
reconhecidos pela maquinaria de transcrição. Assim, as histonas desaceti- 
lases, por exemplo, reprimem a transcrição removendo grupos acetil das cau- 
das das histonas em S$. cerevisiae; como já se viu, a presença dos grupos acetil 
auxilia na transcrição. Paradoxalmente, a histona desacetilase Rpd3 também 
é recrutada para genes ativos para garantir a fidelidade da transcrição. Os nu- 
cleossomos são desacetilados atrás da Pol II em alongamento para evitar o uso 
de promotores “crípticos” dentro da unidade de transcrição. 

Outras enzimas adicionam grupos metil a caudas de histonas, e isso fre- 
quentemente reprime a transcrição, embora em alguns casos esta edição esteja 
associada a um gene ativamente transcrito (ver Cap. 8). As modificações na 
histona (e no DNA) também constituem a base de um tipo de repressão cha- 
mado silenciamento, que será abordado em detalhes adiante, neste capítulo. 

Estes vários exemplos de repressão são apresentados esquematicamente 
na Figura 19-22. Aqui será considerado apenas um exemplo específico, o re- 
pressor chamado Mig1 que, como Gal4, está envolvido no controle dos genes 
GAL da levedura S. cerevisiae. 

A Figura 19-23 mostra os genes GAL como vistos anteriormente 
(ver Fig. 19-3), mas com a adição de um sítio entre os sítios de ligação a Galá e 
o promotor: este é o lugar em que, na presença de glicose, Mig1 liga-se e desli- 
ga os genes GAL. Portanto, do mesmo modo que ocorre em E. coli, a célula só 
produz as enzimas necessárias para metabolizar galactose se a fonte energéti- 
ca preferencial, a glicose, estiver ausente. Como Mig1 reprime os genes GAL? 
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FIGURA 19-22 Modos de funcio- 
namento dos repressores eucari 
cos, A transcrição dos genes eucarióticos 
pode ser reprimida de diversos modos. 
Entre eles, estão os quatro mecanismos 
apresentados na figura, Em (a), é de- 
monstrado que um repressor pode inibir 
a ligação do ativador com um gene, blo- 
queando sua ação, pela ligação a um sitio 
de DNA que se sobrepõe ao sítio de liga- 
ção do ativador. Em uma variação deste 
modo, o repressor pode ser um derivativo 
da proteína do ativador, mas sem a região 
ativadora. Uma outra variação, um ati- 
vador que se liga ao DNA como dimero 
pode ser inibido por um derivativo que 
mantém a região da proteina necessária 
para a dimerização, mas não possui o do- 
mínio de ligação ao DNA. Esse derivativo 
forma, com o ativador, heterodimeros 
inativos, Em (b), um repressor liga-se a 
um sítio de DNA ao lado de um ativador e 
interage com ele, bloqueando sua região 
ativadora. Em (c), um repressor liga-se a 
um sítio a montante do gene e, por in- 
teração com a maquinaria de transcrição 
no promotor, inibe o início da transcri- 
ção de algum modo específico, Em (d), 
é demonstrada a repressão por recruta- 
mento de modificadores de histonas que 
alteram os nucieossomos de modos que 
inibem a transcrição (p. ex, a desacetija- 
ção, demonstrada aqui, ou também pela 
metilação observada em alguns casos e, 
até mesmo, o remodelamento em alguns 
promotores) 
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FIGURA 19-23 Repressão do gene 
GAL1 em leveduras. Na presença de 
glicose, Mig? liga-se a um sítio entre a 
UAS; e o promotor de GALT. Ao recrutar 
o complexo repressor Tupt, Mig reprime 
a expressão de GALT. A repressão é pro- 
vavelmente o resultado da desacetilação 
dos nucleossomos locais (Tup 1 recruta 
uma desacetilase) e talvez também do 
contato direto e inibição da maquinaria 
transcricional, Em um experimento, não 
mostrado aqui, a fusão de Tupi a um 
determinado domínio de ligação ao DNA 
provoca a repressão da expressão de um 
gene localizado a jusante do sitio ligado 
pela proteina de fusão com Tup1. 
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Mig] recruta um “complexo de repressão” contendo a proteína Tupi. 
Esse complexo é recrutado por diversas proteinas repressoras de transcrição, 
que se ligam ao DNA de leveduras, inclusive a proteína a2 envolvida no con- 
trole dos genes específicos dos tipos acasalantes, descritos anteriormente. 
Tup1 também apresenta similares em células de mamíferos. Foram propos- 
tos dois mecanismos para explicar o efeito repressor de Tup1. Primeiro, Tupl 
atua nos nucleossomos pelo recrutamento de histonas desacetilases e/ou pelo 
posicionamento de um nucleossomo sobre ou próximo ao sítio de início da 
transcrição. Segundo, Tup1 interage diretamente com a maquinaria de trans- 
crição no promotor, inibindo o início. 


TRANSDUÇÃO DE SINAIS E CONTROLE DOS 
REGULADORES DA TRANSCRIÇÃO 


Frequentemente, os sinais são comunicados 

para os reguladores transcricionais através 

de vias de transdução de sinal 

Como se viu, a expressão ou não de um gene depende, frequentemente, 


de sinais ambientais. Os sinais podem ter várias formas, como pequenas 
moléculas como açúcares, isso ocorre, em geral, em bactérias, mas podem 
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EXPERIMENTOS-CHAVE 


Quadro 19-4 Evolução de um circuito regulador 


Conforme descrito no texto (e mostrado na Fig. 19-21), os 
diferentes tipos acasalantes da levedura S. cerevisiae expres- 
sam alguns de seus genes de maneira célula-específica. As- 
sim, em células a, os genes específicos de a são expressos e 
os genes específicos de a não são expressos, enquanto em 
células a, os genes especificos de a são expressos e os genes 
de a não são expressos. Outra classe de genes — genes especi- 
ficos de haploides (hsgs) - é expressa em ambos os tipos ce- 
lulares (a e a) mas não na célula diploide a/a. Os produtos de 
hsgs são necessários para o acasalamento - algo que células 
a e a fazem, mas que células a/a (o produto do acasalamen- 
to) não fazem. Sabe-se, em detalhes, como estes programas 
são controlados por reguladores codificados pelos loci MAT 
atuando juntamente com o regulador Mem1. 

Estudos recentes fornecem um exemplo esclarecedor de 
como as redes reguladoras gênicas evoluem, Considere três 
espécies de leveduras, S. cerevisiae, K. lactis e C. albicans. 
C. albicans eS. cerevisiae compartilharam um ancestral comum. 
entre 300 e 900 milhões de anos atrás. Se expressas em termos 
da divergência de proteínas conservadas, estas duas leveduras 
são mais divergentes do que peixes e mamíferos. S. cerevisiae 
é usada na fabricação de cervejas e pães, bem como em experi- 
mentos laboratoriais, enquanto C. albicans é um patógeno hu- 
mano. Ainda assim, como ocorre em S. cerevisiae, C. albicans 
apresenta dois tipos acasalantes - a e a -, cada um deles carac- 
terizado pela expressão de conjuntos distintos de genes (genes 
a-específicos em células a, genes a-específicos em células a, e 
hsgs em ambos os tipos celulares). 


02030 tierdan 


Ambas as espécies de leveduras compartilham um 
mecanismo comum para a repressão de hsgs em células 
diploides a/a (Fig. 1 deste quadro). Células diploides con- 
têm ambas as proteinas reguladoras de homeodomínio, a1 
e a2. Estas proteinas formam um heterodímero fraco ao 
se ligarem a regiões reguladoras de hsgs, e reprimem sua 
expressão. Em S. cerevisiae, heterodímeros a1/a2 também 
reprimem RME1, um gene que inibe a entrada de células di- 
ploides na meiose durante condições de baixa concentração 
de nutrientes. 

A análise do acasalamento em uma terceira espécie 
(K. lactis) revela uma camada extra na regulação de hsgs 
pela “intercalação” de RME1 nesta rede reguladora (Fig. 1 
deste quadro). Nesta espécie, RME1 é um ativador crucial de 
hsgs em células a e a. Em células diploides, o heterodime- 
ro at/a2 reprime hsgs, como também o faz em $. cerevisiae 
e C. albicans. Porém, embora nestes casos a repressão seja 
direta, em K. lactis a repressão é indireta: a1/a2 reprime a 
expressão de RME1 e, assim, elimina a ativação de hsgs, 

A evolução das redes por meio da intercalação de regu- 
ladores permite que novos sinais sejam adicionados a vias 
existentes, A intercalação de RME1 na rede de repressão 
de hsgs adiciona outro nível de regulação ao permitir que 
as condições nutricionais afetem a decisão de acasalar ou 
não das células a e a. Estes estudos também mostram a 
importância de investigar múltiplas espécies de uma filoge- 
nia para compreender como as redes reguladoras gênicas 
evoluem. 


QUADRO 19-4 FIGURA 1 


Modelo simplificado para a evolução da regulação de hsgs essenciais em três leveduras. 


As hsgs essenciais são reprimidas por a1-a2 nas três espécies; assim, elas estão LIGADAS em células a e a, e DESLIGADAS em cé- 
lulas a/a. Em S. cerevisiae e C. albicans, a repressão é direta (a1-a2 liga-se aos promotores destes genes), mas em Kluyveromyces 


lactis 


a repressão é indireta, por meio de Rme1., O circuito de conexão interligada na linhagem K. lactis resultou em um novo 


comportamento de acasalamento; esta espécie só consegue acasalar quando submetida a condições de baixa concentração de 
nutrientes. (Adaptada, com permissão, de Booth L. et al. 2010. Nature 468: 959-965. Fig. 4. © Macmillan.) 


684 Parte5 Regulação 


também ser proteínas liberadas por uma célula e recebidas por outra. Isso é 
especialmente comum durante o desenvolvimento dos organismos plurice- 
lulares (Cap. 21). 

Há vários modos pelos quais os sinais são detectados por uma célula e co- 
municados para um gene. Em bactérias, viu-se que os sinais controlam as ati- 
vidades dos reguladores por meio da indução de alterações alostéricas nestes 
reguladores. Frequentemente, este efeito é direto: um pequeno sinal molecu- 
lar, como um açúcar, entra na célula e liga-se diretamente ao regulador trans- 
cricional. Entretanto, viu-se um exemplo em que o efeito do sinal é indireto 
(o controle do ativador NtrC). Neste caso, o sinal (baixos níveis de amônia) 
induz uma quinase, que fosforila o NtrC. Esse tipo de sinalização indireta é 
um exemplo de uma via de transdução de sinal. 

O termo “sinal” refere-se ao próprio ligante de início - por exemplo, o 
açúcar ou a proteína. Foi assim que ele foi definido anteriormente, O termo 
também pode referir-se à “informação” sobre a detecção do ligante, transferi- 
da aos reguladores que controlam diretamente os genes — isto é, enquanto tra- 
fega por uma via de transdução de sinal. Nos casos mais simples, em bactérias, 
naturalmente não havia diferença, mas a diferença existe quando uma via de 
transdução de sinal está envolvida. Será visto, em eucariotos — sobretudo no 
Capítulo 21 -, que a maioria dos sinais é comunicada para os genes através de 
vias de transdução de sinais, às vezes muito elaboradas. Nesta seção, primeiro 
serão examinadas algumas vias de transdução de sinal em eucariotos. Depois 
será considerado, de modo mais geral, como os próprios sinais, emergindo 
dessas vias, controlam os reguladores da transcrição. 

Em uma via de transdução de sinal, o ligante inicial é normalmente de- 
tectado por um receptor de superfície celular específico: o ligante liga-se 
a um domínio extracelular do receptor, e esta ligação é comunicada ao domí- 
nio intracelular. A seguir, o sinal é retransmitido para o regulador de transcri- 
ção relevante, frequentemente por meio de uma cascata de quinases. Como a 
ligação de um ligante ao domínio extracelular é comunicada ao domínio in- 
tracelular? Isso pode ocorrer por uma modificação alostérica no receptor que, 
ao combinar-se com o ligante, modifica o formato (e a atividade) do domínio 
intracelular. Alternativamente, o ligante pode, simplesmente, associar duas 
ou mais cadeias do receptor, permitindo que as interações entre os domínios 
intracelulares desses receptores se ativem mutuamente. 

A Figura 19-24 mostra dois exemplos de vias de transdução de sinais, 
O primeiro é um caso relativamente simples, a via STAT (do inglês, signal 
transducer and activator of transcription [transdutora de sinal e ativadora de 
transcrição)) (Fig. 19-24a). Neste exemplo, uma quinase é ligada ao domínio 
intracelular de um receptor. Quando o receptor é ativado por seu ligante (uma 
citocina), duas cadeias receptoras são aproximadas fazendo a quinase de cada 
uma das cadeias fosforilar uma determinada sequência no domínio intrace- 
lular do receptor oposto. Então, este sítio fosforilado é reconhecido por uma 
proteína STAT específica que, uma vez ligada se autofosforila. Uma vez fosfo- 
rilada, a STAT dimeriza, desloca-se para o núcleo e liga-se ao DNA. 

O outro exemplo é mais elaborado (Fig. 19-24b): a via da proteina qui- 
nase ativada por mitógeno (MAPK, mitogen-activated protein kinase) que con- 
trola ativadores como Jun, um dos ativadores que atuam no reforçador do 
interferon-f descrito anteriormente (Fig. 19-18). Neste caso, o receptor ativa- 
do induz uma cascata de eventos de sinalização, terminando na ativação de 
uma MAPK que fosforila Jun (e outros reguladores transcricionais). A forma 
mais comum pela qual a informação é transmitida através de vias de trans- 
dução de sinais é por fosforilação, mas a proteólise, a desfosforilação e outras 
modificações também são utilizadas. 
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FIGURA 19-24 Duas vias de transdução de sinais em células de mamíferos. São apre- 
sentadas as vias STAT e Ras. (a) A ligação da citocina ao seu receptor causa a aproximação das duas 
cadeias deste receptor. Cada cadeia tem uma quinase, denominada JAK, ligada ao seu domínio in- 
tracelular, A junção das cadeias (acompanhada de uma provável alteração conformacional provocada 
pela ligação da citocina) leva à sua fosforilação pelas quinases JAK (que também são mutuamente 
fostorladas, estimulando sua atividade de quinase), Os sítios fosforilados da cadeia do receptor são 
reconhecidos pelas proteinas citoplasmáticas chamadas STATs. Cada STAT possui um domínio chama- 
do SH2, Estes domínios são encontrados em várias proteínas envolvidas na transdução de sinal, Eles 
reconhecem resíduos Tyr fosforilados em determinados contextos de sequências, sendo essa a base 
da especificidade desta via. Isto é, uma determinada STAT, recrutada por um dado receptor, determi- 
na quais genes serão ativados subsequentemente. Uma vez recrutada pelo receptor, a própria STAT 
é fosforilada pe'a quinase JAK. Isso permite que duas proteinas STAT formem um dimero (em que 
o dominio SH2 de uma STAT reconhece o sítio fasforilado da outra e vice-versa), O dimero desloca- 
-se para o núcieo, onde se liga a sítios específicos do DNA (diferentes para diferentes STATS) e ativa 
a transcrição dos genes adjacentes. (b) Via Ras conduzindo para a via MAPK a jusante. Um fator de 
crescimento (como o fator de crescimento epidermal) liga-se ao seu receptor, aproximando as cadeias. 
que, como no caso da STAT, fostoriam-se mutuamente. Isso recruta a proteína adaptadora Grb2, que 
tem um domínio SH2 que reconhece um resíduo de tirosina fosforiada no receptor ativado. A outra 
extremidade de Grb2 liga-se a SOS, um fator de permuta de guanina (Ras GEF). O SOS, por sua vez, 
liga-se à proteina Ras, que está ligada à superfície interna da membrana celular. Ras é uma pequena 
GTPase, proteina que adota uma conformação quando ligada a GTP e outra quando ligada a GDP; 
a interação com SOS desencadeia em Ras a permuta de sua GDP ligada por uma GTP, promovendo, 
assim, uma alteração conformacional. Nesta nova conformação, Ras ativa uma quinase do inicio da 
chamada cascata de MAPK. A primeira quinase dessa via é chamada quinase da quinase de MAPK 
(MAPKKK) (Raf); quando ativada peia Ras, ela fosforila os resíduos de serina e de treonina da quinase 
seguinte (a quinase de MAPK [MAPKK], chamada Mek). Isso ativa Mek que, por sua vez, fosforla e 
ativa MAPK (Erk). Esta MAPK, então, fosfaria vários substratos, inclusive ativadores de transcrição 
(p.ex, Jun) que regulam vários genes específicos, incluindo interferon-8 (Fig. 19-18). 


686 Parte5 Regulação 


Galgo 


GALI 
(— - 
UASo deMigt DESLIGADO 
+ galactose 
UASe silodeMg! LIGADO 


FIGURA 19-25 O ativador Gal4 
de levedura é regulado pela proteína 
Gal80. Galá está ativo apenas na presen- 
qa de galactose. No entanto, mesmo na 
ausência de galactose, Gal4 encontra-se 
ligado a seus sítios a montante do gene 
GALT. Nessas circunstâncias, porém, ele 
não ativa esse gene porque a região de 
ativação está encoberta pela ligação de 
uma proteina chamada Gal80. Na presen- 
qa de galactose, uma proteina chamada 
Gal3 liga-se a GalB0, desencadeia uma 
alteração conformacional e revela as re- 
giões ativadoras de Gal4. Na figura, Gal80 
aparece dissociada de Gal4, em presença 
de galactose. Na verdade, supõe-se que 
ela mude de posição e enfraqueça sua 
ligação, mas não se desprenda comple- 
tamente, Como mostrado, Mig} não está 
ligado a seu sítio porque não há glicose 
presente (ver Fig. 19-23). 


Os sinais controlam as atividades dos reguladores 
de transcrição eucarióticos de vários modos 


Como um sinal que foi comunicado, direta ou indiretamente, a um regulador 
de transcrição controla a atividade desse regulador? Nas bactérias, observa-se 
que, muitas vezes, as modificações alostéricas que controlam os reguladores de 
transcrição frequentemente alteram sua capacidade de ligação ao DNA. Isso é 
verdadeiro nos casos em que o próprio ligante de sinalização age diretamente 
sobre o regulador da transcrição e nos casos em que a presença do ligante de 
sinalização é comunicada ao regulador através de uma via de transmissão de 
sinais. Assim, o repressor Lac liga-se ao DNA apenas quando está livre de alolac- 
tose, e a fosforilação de NtrC desencadeia uma alteração alostérica que controla 
a ligação do ativador ao DNA. 

Em eucariotos, os reguladores transcricionais normalmente não são con- 
trolados no nível da ligação ao DNA (embora existam exceções). Em geral, 
eles são controlados de dois modos básicos. 


Exposição de uma região de ativação A exposição de uma região de ati- 
vação é feita por uma alteração conformacional no ativador ligado ao DNA, 
revelando uma região previamente escondida, ou pela liberação de uma pro- 
teína de mascaramento que interagia previamente com, e encobria, uma re- 
gião ativadora. As alterações conformacionais necessárias nestes casos podem 
ser desencadeadas pela ligação direta do ligante, ou por meio de uma fosfori- 
lação dependente de ligante. 

Gal4 é controlada por uma proteína de mascaramento. Na ausência de 
galactose, Gal4 está ligada a seus sítios a montante do gene GALI, mas não o 
ativa porque outra proteína, a Gal80, está ligada à Galá, ocluindo sua região 
de ativação. A galactose desencadeia a liberação da Gal80 e a ativação do gene 
(Fig. 19-25). 

Em muitos casos, a proteína de mascaramento não só bloqueia a região 
de ativação, mas também reprime ativamente o gene, porque ela própria é 
(ou recruta) uma desacetilase. Um exemplo disso é o ativador de mamíferos, 
E2F, que se liga a sítios a montante de seus genes-alvo independente de estar 
ativando-os no momento. Uma segunda proteína - o repressor chamado Rb 
(proteína do retinoblastoma) — controla a atividade de EZF ligando-se a ele, 
bloqueando sua ativação e recrutando uma enzima desacetilase que reprime 
os genes-alvo. A fosforilação de Rb causa sua liberação do E2F e, deste modo, 
a ativação dos genes. O E2F controla os genes necessários para conduzir uma 
célula de mamífero pela fase S do ciclo celular (Cap. 9). Assim, a fosforilação 
de Rb controla a proliferação dessas células. As mutações que afetam essa 
via frequentemente estão associadas à proliferação celular descontrolada e ao 
câncer. 


Transporte para dentro e para fora do núcleo Muitos ativadores e represso- 
res são mantidos no citoplasma quando não estão ativos. O ligante de sinali- 
zação provoca seu deslocamento para o núcleo, onde atuam. Há muitas varia- 
ções deste tema. O regulador pode ser mantido no citoplasma por interação 
com uma proteína inibidora ou com a membrana celular, ou ele pode estar 
em uma conformação em que uma sequência-sinal necessária à importação 
para o núcleo esteja oculta. 

A liberação e o transporte para o núcleo, em resposta a um sinal, podem 
ser mediados pela proteólise de um inibidor ou da região de ligação, ou por 
modificações alostéricas. Um exemplo disso será visto no Capítulo 21, em que 
será abordada a formação do eixo dorsoventral do embrião de Drosophila. Neste 
caso, Cactus é uma proteína inibidora que se liga ao regulador de transcrição 
Dorsal, no citoplasma. Em resposta a um sinal específico, Cactus é fosforilada 
e destruída, liberando Dorsal, que penetra no núcleo, liga-se a sítios específicos 
que fazem parte dos reforçadores adequados e regula a transcrição dos genes 
associados (Cap. 21, Fig. 21-12). Este mesmo mecanismo é utilizado para con- 
trolar a atividade de NF-xB, um dos reguladores do interferon-8, como discutido 
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anteriormente. NE-xB é mantido no citoplasma por 1xB; NF-KB está relacionado 
a Dorsal e IxB, a Cactus. 


“"SILENCIAMENTO” GÊNICO POR MODIFICAÇÃO 
DAS HISTONAS E DO DNA 


Até aqui, abordou-se a regulação por ativadores e repressores que se ligam 
próximos a um gene e o controlam (“ligam” ou “desligam” os genes). Os 
efeitos são locais e as ações dos reguladores são, frequentemente, controladas 
por sinais extracelulares específicos. Agora, serão abordados os mecanismos 
de silenciamento transcricional. O silenciamento, neste contexto (este 
termo será visto aplicado a uma situação bastante diferente no Cap. 20), é 
um efeito de posição: um gene é silenciado devido à sua localização e não em 
resposta a um sinal ambiental específico. Além disso, o silenciamento tam- 
bém pode “estender-se” por longos segmentos de DNA, desligando vários 
genes, mesmo muito distantes do evento iniciador. Apesar dessas diferenças, 
não são necessários princípios completamente novos para entender o silen- 
ciamento, apenas extensões dos princípios já encontrados neste capítulo. 

A forma mais comum de silenciamento está associada a uma forma densa 
de cromatina chamada heterocromatina. A heterocromatina recebeu esse 
nome devido à sua aparência sob o microscópio óptico (Fig. 19-26) e representa 
regiões do cromossomo que permanecem densamente empacotadas, mesmo 
durante a interfase (Cap. 8). A heterocromatina está frequentemente associada 
a regiões específicas do cromossomo, sobretudo com os telômeros — as estru- 
turas encontradas nas extremidades dos cromossomos - e com os centrôme- 
ros, Como discutido no Capítulo 8, os telômeros e os centrômeros são compos- 
tos basicamente por sequências repetitivas e contêm poucos ou nenhum gene 
codificador de proteínas. Se um gene for transferido para uma dessas regiões, 
experimentalmente, em geral ele será desligado. De fato, existem outras regiões 
do cromossomo que também estão em estado heterocromático e nas quais há 
genes, como no locus silencioso de tipos acasalantes em leveduras. Nas células 
de mamíferos, estima-se que cerca de 50% do genoma esteja em alguma forma 
de heterocromatina. Entretanto, há genes essenciais localizados na heterocro- 
matina do genoma de Drosophila, incluindo o gene da quinase Rolled MAP. 
Esses genes geralmente necessitam de heterocromatina para suas atividades 
normais e apresentam comportamento errático quando translocados para eu- 
cromatina, Ainda assim, na maioria das vezes, os genes estão localizados na eu- 
cromatina e apresentam atividades diminuídas ou erráticas (variegação) quan- 
do colocados na heterocromatina (conforme discutido em detalhes adiante). 

Viu-se que a densidade da cromatina pode ser alterada por enzimas que 
modificam quimicamente as caudas das histonas ou alteram o posicionamen- 
to dos nucleossomos. Essas modificações afetam o acesso ao DNA, afetando 
consequentemente processos como a replicação, a recombinação e a transcri- 
ção. Como já foi descrito, frequentemente a ativação e a repressão da transcri- 
ção envolvem a modificação de nucleossomos para alterar a acessibilidade de 
um gene à maquinaria de transcrição e a outras proteínas reguladoras. Tam- 
bém são encontradas proteínas que reconhecem os nucleossomos modifica- 
dos e se ligam especificamente a eles. O silenciamento heterocromático pode 
ser entendido como uma extensão desses mesmos princípios e mecanismos. 

A transcrição também pode ser silenciada pela metilação do DNA por 
enzimas chamadas DNA metilases. Este tipo de silenciamento não é en- 
contrado nas leveduras, mas é comum nas células de mamíferos. A metila- 
ção de sequências de DNA pode inibir a ligação de proteínas, inclusive da 
maquinaria transcricional, bloqueando, assim, a expressão gênica. Mas a 
metilação também pode inibir a expressão de outro modo: algumas sequên- 
cias de DNA são reconhecidas apenas quando metiladas por repressores es- 
pecíficos que desligam genes próximos, frequentemente por recrutamento 
de enzimas modificadoras de histonas. 


FIGURA 19-26 A coloração com 
DAPI mostra regiões de heterocro- 
matina no genoma de Arabidopsis. 
O DAPI marca o DNA, e a marcação mais 
forte reflete onde a cromatina está mais 
condensada, sob a forma de heterocro- 
matina. A marcação mais fraca corres- 
ponde à eucromatina. (Figura gentilmente 
cedida por Paul Fransz.) 


Parte5 Regulação 


à Q telômero 1 a 5kb 


DIDY 


DIJOA a 


FIGURA 19-27 Silenciamento no telômero de leveduras. Rap? recruta o complexo Sir 
para o telômero. Um componente desse complexo, Sir2, desacetila os nucleossomos adjacen- 
tes. Então, as próprias caudas desacetiladas ligam-se a Sir3 e Sir4, recrutando mais complexo 
Sir, permitindo que o Sir2 deste atue sobre os nucieossomos distantes, e assim por diante. Isso 
explica o alastramento do efeito de silenciamento produzido pela desacetilação. (Adaptada, 
com permissão, de Grunstein M. et al. 1998. Cell 93: 325-328. O Elsevier) 


Em leveduras, o silenciamento é mediado pela 
desacetilação e metilação de histonas 


Os telômeros, o locus de tipo acasalante silencioso, e os genes de rDNA são re- 
glões “silenciosas” em S. cerevisiae. O telômero será considerado como exemplo. 

O trecho final de 1 a 5 kb de cada cromossomo é encontrado em uma 
estrutura enovelada densa, conforme mostra a Figura 19-27. Genes retirados 
de outras localizações cromossômicas e colocados nesta região são geralmente 
silenciados, sobretudo se forem apenas fracamente expressos em sua localiza- 
ção normal. A cromatina do telômero é menos acetilada do que a encontrada 
na maior parte do restante do genoma - chamada eucromatina -, onde os 
genes se expressam mais facilmente. 

Foram isoladas mutações nas quais o silenciamento é atenuado — isto é, 
em que um gene colocado no telômero se expressa em níveis mais elevados. 
Esses estudos implicaram três genes na codificação de reguladores do silencia- 
mento, os genes SIR2, SIR3 e SIR4 (SIR provém de “Regulador de informação 
silenciada”, do inglês, silent information regulator ). As três proteínas codifica- 
das por esses genes formam um complexo que se associa à cromatina silencio- 
sa, sendo que a Sir2 é uma histona desacetilase. 

O complexo de silenciamento é recrutado para o telômero por uma pro- 
teína de ligação ao DNA que reconhece as sequências repetidas do telômero. 
No locus de tipo acasalante silencioso, o recrutamento também é iniciado por 
uma proteína de ligação ao DNA específica. Em ambos os casos, o recruta- 
mento de Sirs induz a desacetilação local das caudas das histonas, As histonas 
desacetiladas são, por sua vez, reconhecidas diretamente pelo complexo de 
silenciamento, de modo que a desacetilação local prontamente se expande ao 
longo da cromatina, de maneira autoperpetuante, produzindo uma extensa 
região de heterocromatina. 

Ao contrário da repressão por Tup1, na qual o mecanismo ainda é desco- 
nhecido, aqui o silenciamento é claramente causado pela desacetilação das 
caudas das histonas: a perda de Sir2 alivia completamente o silenciamento, 
e a acetilação da cauda da histona apresenta um efeito semelhante. Toda a 
estrutura heterocromática depende da presença continuada da proteína de 
ligação ao DNA (Rap1) para permanecer intacta. Assim, apesar do reforço e do 
alastramento da desacetilação pelo reconhecimento de histonas desacetiladas 
por Sir, a proteína de ligação ao DNA continua tendo um papel essencial. 
Além disso, naturalmente, é a proteína de ligação ao DNA que fornece espe- 
cificidade a todo o processo, ou seja, ela define onde se forma o complexo 
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de silenciamento. Em alguns casos de silenciamento, moléculas de RNA, em 
vez de proteinas, fornecem esta especificidade crítica. No Capítulo 20, será 
discutido um caso destes, no qual a maquinaria de RNAi de outra levedura 
(Schizosaccharomyces pombe) é necessária para o silenciamento dos loci de tipo 
acasalante e dos centrômeros deste organismo. 

Como o alastramento de regiões silenciadas é contido — isto é, como ele 
é limitado a regiões apropriadas e impedido de espalhar-se demais pelo geno- 
ma? Anteriormente, foi mencionado que os elementos chamados de isolado- 
res podem bloquear o alastramento de modificações de histonas (Fig. 19-12). 
Outros tipos de modificações nas histonas bloqueiam a ligação das proteínas 
Sir2 e, assim, interrompem a expansão. Acredita-se que a metilação da cauda 
da histona H3 tenha essa função. 

A metiltransferase de histonas liga grupos metil às caudas das histonas. 
Como visto no Capítulo 8, essas enzimas adicionam grupos metil a resíduos 
específicos de lisina presentes nas caudas das histonas H3 e H4. Recentemen- 
te, foram descritas metiltransferases de histonas de S. cerevisiae, que parecem 
auxiliar na repressão de alguns genes e, como recém-mencionado, bloqueiam 
a disseminação do silenciamento mediado por Sir2 em outros genes. As meti- 
lases de histona foram, no entanto, melhor caracterizadas em eucariotos supe- 
riores e na levedura S. pombe. Nesses organismos, o silenciamento está geral- 
mente associado à cromatina que contém histonas não apenas desacetiladas, 
mas também metiladas. Assim, a metilação da lisina-9 na cauda de H3 (H3K9) 
é uma modificação associada à heterocromatina silenciada nesses organismos 
(Cap. 8, Tab. 8-7). Em contrapartida, outros sítios de metilação (p. ex., a lisi- 
na-4 da mesma cauda - H3K4) estão associados a um aumento na transcrição. 


Em Drosophila, HP1 reconhece histonas 
metiladas e condensa a cromatina 


Da mesma maneira que os resíduos acetilados das histonas são reconhecidos 
por proteínas com bromodomínios, os resíduos metilados ligam-se a proteínas 
que têm cromodomínios (ver Cap. 8, Fig. 8-41). Uma dessas proteínas é a HP1 
de Drosophila, um componente da heterocromatina silenciosa deste organis- 
mo (que apresenta homólogos com função similar em outros organismos ). 

À proteína HP1 interage com a cromatina modificada contendo a histona 
H3 metilada. Esta modificação particular é produzida por uma enzima codi- 
ficada por Su(Var)3-9, um supressor da chamada variegação. A variegação 
é observada em alguns casos quando um gene é movido para uma região 
de heterocromatina. Em vez de sempre ser silenciado em todas as células, o 
gene alterna entre os estados silenciado e expresso aparentemente ao acaso, 
“ligado” em algumas células e “desligado” em outras. A variegação é particu- 
larmente evidente para o chamado gene white, responsável pela pigmentação 
vermelha normal dos olhos das moscas adultas. O gene é chamado de white 
porque o fenótipo mutante é olhos brancos (ver Apêndice 1). Quando in- 
serido na heterocromatina, a expressão do gene white torna-se “variegada”, 


FIGURA 19-28 Variegação por 
efeito de posição. Como descrito no 
texto, o gene white de Drosophila pro- 
duz a cor vermelha do olho tipo selva- 
gem (mostrado aqui à direita). Quando 
o gene é mutado, os olhos são brancos 
(daí o nome do gene [white é branco, em 
português)). Quando o gene selvagem é 
colocado adjacente à heterocromatina, a 
expressão é variegada, com algumas célu- 
las expressando o gene e outras, não. Isso 
resulta na coloração manchada vista à es- 
querda. (Reproduzida, com permissão, de 
Lippman Z. e Martienssen R. 2004. Nature 
431: 364-370, Fig. 1a. © Macmillan.) 
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produzindo olhos com pigmentação vermelha salpicada (Fig. 19-28). Muta- 
ções no gene Su(Var)3-9 suprimem esta variegação, produzindo olhos com 
pigmentação vermelha mais uniforme; a expressão do gene white não é mais 
silenciada em tantas células. A proteína Su(Var)3-9 é uma metiltransferase 
H3K9 (que modifica a lisina-9 de histonas H3). Por meio de mecanismos que 
não são atualmente compreendidos, a proteína Su(Var)3-9 é recrutada para a 
heterocromatina, onde liga grupos metil a caudas de histonas H3. Esta modi- 
ficação é essencial para a ligação da proteína HP1, que, por sua vez, participa 
da compactação da heterocromatina. Acredita-se que a Su(Var)3-9 também 
possa ser recrutada para genes eucromáticos específicos por proteínas de liga- 
ção a sequências específicas do DNA, levando, assim, à metilação de histonas 
de genes específicos e à repressão transcricional por HP1 (ver Quadro 19-5, 
Existe um código de histonas?, para mais detalhes e uma figura). 


A repressão por Polycomb também 
usa a metilação de histonas 


A condensação cromossômica desencadeada pela metilação de histonas tam- 
bém é usada por Polycomb (Pc), um importante grupo de repressores de 
células animais. Repressores Pc são encontrados em dois im] tes com- 
plexos proteicos, os complexos repressivos Polycomb 1 e 2 (PRCI e PRC2). 
O complexo PRC2 é recrutado por proteínas de ligação ao DNA sequência- 
«específicas (complexo repressivo Pho-RC) que interagem com os chama- 
dos elementos de resposta a Polycomb (PRES, Polycomb Response Elements) 
(Fig. 19-29). O PRC2 contém uma metiltransferase de histona (Reforçador de 
Zeste) que faz a trimetilação da lisina-27 (K27) das caudas da histona H3. Esta 
metilação leva ao recrutamento do complexo PRC1, que condensa a cromati- 
na ou leva ao posicionamento de um nucleossomo em ou próximo ao sítio de 
início da transcrição. Acreditava-se que a repressão por Pc funcionava como 
a de HP1, com o alastramento da metilação de histonas e da condensação 
cromossômica por longas distâncias. Porém, hoje há evidências de que os 
PREs estão geralmente localizados próximos aos promotores. Ainda assim, a 
trimetilação de H3K9 está ligada ao silenciamento gênico por HP1, enquanto 
a trimetilação da H3K27 é subjacente ao silenciamento por Polycomb. 
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FIGURA 19-29 Potenciais papéis para a histona H3 trimetilada na Lys27 
(H3K27me3) na função do grupo Polycomb. (a) O possível pape! da histona H3 trimeti- 
lada na Ly527 (H3K27me3) no complexo repressivo Polycomb 1 (PRC1, Polycomb repressive 
complex 1) (ver texto para detalhes). (b) O potencial papel da H3K27me3 na formação de alças 
de cromatina. PRC1, ancorado no PRE, poderia interagir com H3K27me3 para estabilizar o con- 
tato com o gene. A alça de DNA resultante se justaporia aos complexos do grupo Polycomb ea 
região transcrita, onde PRC2 poderia espalhar ainda mais a metilação de H3K27, compaciaria 
nucleossomos locais e/ou impediria a RNA-polimerase, (Adaptada, com permissão, de Simon 

JA, e Kingston R. 2009. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 10: 697-709, Fig. 3. © Macmillan.) 
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CONCEITOS AVANÇADO 


19-5 Existe um código de histonas? 


Foi proposta a existência de um código de histonas. De 
acordo com esta ideia, diferentes padrões de modificações. 
em caudas de histonas em um determinado gene poderiam 
ser “lidas” de maneira diferente (Cap. 8, Fig. 8-39). O ": 
ficado” resultaria do padrão particular de modificações em 
cada caso recrutando um conjunto diferente de proteinas; o 
conjunto específico dependeria do número, do tipo e da dis- 
posição dos domínios de reconhecimento apresentados por 
estas proteínas. 

Já foram vistas proteinas que reconhecem “marcas” de 
acetilação ou metilação específicas nas histonas (p. ex, TFIID 
e HP1), Também há proteínas que fosforilam resíduos de se- 
rina nas caudas de H3 e Há e proteinas que se ligam a essa: 
modificações. Assim, múltiplas modificações em várias posi 
ções são possíveis nas caudas de histonas (Cap. 8, Fig. 8-39). 
Adicione-se a isso a observação de que muitas das proteinas 
portadoras de domínios de reconhecimento de modificações 
também são, elas próprias, enzimas que modificam adicio- 
nalmente as histonas e começa-se a revelar como pode ser 
obtido um processo de reconhecimento e de manutenção 
dos padrões de modificação, 

Considere-se um caso simples - a lisina-9 na cauda da 
histona H3 (ver Cap. 8, Fig. 8-39). Diferentes estados de mo- 
dificação desse resíduo apresentam significados diferentes. 
Assim, sua acetilação está associada à transcrição ativa de 
genes. Esse resíduo é reconhecido por várias acetilases de his- 
tonas portadoras de bromodomínios que estimulam a ace- 
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QUADRO 19-5 FIGURA 1 Influência de uma modifi- 
cação da cromatina em outra. As modificações são apre- 
sentadas na cauda da histona H3. A metilação da lisina-9 (K9) 
recruta HP1, o que afeta a condensação da cromatina. A fos- 
forilação do residuo de serina adjacente (510) desloca HP1 da 
lisina-9 metilada, sem remover o grupo metil. 


tilação adicional de outros nucleossomos próximos. Quan- 
do a lisina-9 não está modificada, ela é associada a regiões. 
silenciosas (como visto anteriormente para S. cerevisiae). 
Frequentemente, as histonas não acetiladas recrutam as en- 
imas desacetiladoras, reforçando e mantendo o estado de- 
à silenciadas 
ja pode, em de- 
terminados organismos, ser metilada: neste caso, o residuo 
modificado liga-se a proteinas (p. ex., HP1) que estabelecem 
e mantêm um estado heterocromático. 

Mas as combinações de modificações podem ter signifi- 
cados distintos? Um exemplo de como uma modificação de 
histona pode aparentemente influenciar uma segunda modi- 
ficação presente nas imediações é novamente ilustrado pela 
proteina HP1 de Drosophila (Fig. 1 deste quadro). Durante 
a metáfase, a proteina HP1 é temporariamente perdida dos 
cromossomos mitóticos, mesmo que retenham a “marca” es- 
sencial - metilação da lisina-9 da histona H3 (H3K9). A perda 
da ligação de HP? está associada com a fosforilação do resi- 
duo de serina vizinho na posição 10 de H3. Esta fosforilação é 
mediada por uma quinase de ciclo celular chamada Aurora B. 
Esta quinase torna-se ativa apenas durante a fase M do ciclo 
celular, causando a liberação de HP1 da heterocromatina de 
cromossomos metafásicos. 

A dissociação de HP1 pela quinase Aurora B parece ser 
necessária para a ligação dos fusos mitóticos aos centrosso- 
mos e para a subsequente separação das cromátides-irmãs. 
durante a citocinese. Quando este processo é concluído, a 
fosforilação da serina-10 é perdida devido à atividade dimi- 
nuída da quinase Aurora B, e HP1 reassocia-se com o cromos- 
somo para manter a heterocromatina. Corroborando este 
modelo, mutações que eliminam a quinase Aurora B levam à 
segregação aberrante. 

Apesar destas observações, a existência de um códi- 
go específico ainda é altamente controversa, com padrões 
complexas de modificações de histonas em um dado locus 
gerando uma leitura altamente específica. É provável que 
muitas das modificações vistas em um gene sejam apenas 
parte do processo pelo qual um gene é ativado ou reprimi- 
do, em vez de ser o sinal iniciador; ou seja, eles são uma 
consequência do fato de o gene estar "ligado" ou “desliga- 
do”, e não a causa, De fato, um estudo recente sugere que 
linhagens aparentemente normais de Drosophila podem ser 
propagadas sem qualquer metilação de H3K4. Proteinas de 
ligação ao DNA sítio-específicas (ou, em alguns casos, como 
será visto no Cap. 20, moléculas de RNA) continuam sen- 
do as maiores provedoras de especificidade, determinan- 
do quando um dado gene é expresso. Ainda assim, certas 
modificações de histonas estão geralmente associadas com 
um estado particular de atividade gênica. Por exemplo, a 
metilação H3K27 é vista em vários genes reprimidos, en- 
quanto a metilação H3K4 está associada a genes ativos 
(ou “engatilhados”). 
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Viu-se como tipos individuais de modificações podem estar envolvidas na 
regulação gênica. Mas o que ocorre quando múltiplas formas de modificações 
ocorrem no mesmo gene? Como suas influências interagem? Propôs-se que 
padrões complicados de modificações operam como um “código de histo- 
nas”. As interações entre as modificações de histonas e a ideia de um código 
de histonas estão descritas no Quadro 19-5, Existe um código de histonas?. 


Em células de mamíferos, a metilação do 
DNA está associada a genes silenciados 


Alguns genes de mamíferos são mantidos silenciados pela metilação das se- 
quências de DNA vizinhas (estamos agora falando sobre metilação do DNA, 
não sobre metilação das histonas). De fato, grandes regiões do genoma dos 
mamíferos são marcadas pela metilação de sequências de DNA e, frequente- 
mente, a metilação de DNA é observada em regiões que também são hetero- 
cromáticas. Isso ocorre porque as sequências metiladas são frequentemente 
reconhecidas por proteínas de ligação ao DNA (como MeCP2), que recrutam 
desacetilases e metilases de histonas, responsáveis pela modificação da cro- 
matina nas proximidades. Assim, a metilação do DNA pode marcar as regiões 
onde a heterocromatina será subsequentemente formada (Fig. 19-30). 

A metilação do DNA é fundamental em um fenômeno chamado memo- 
rização (imprinting), descrito a seguir. Em uma célula diploide, há duas 
cópias da maioria dos genes: uma cópia em um cromossomo herdado do pai 
e outra cópia no cromossomo equivalente herdado da mãe. Na maior parte 
dos casos, os dois alelos são expressos em níveis comparáveis. Isso não surpre- 
ende - eles possuem as mesmas sequências reguladoras e estão na presença 
dos mesmos reguladores; eles também estão localizados na mesma posição de 
cromossomos homólogos. No entanto, existem alguns casos em que um dos 
exemplares do gene é expresso, enquanto o outro fica silenciado. 

Dois exemplos bem-estudados são os genes humanos H19 e fator de cres- 
cimento semelhante à insulina 2 (1g/2) (Fig. 19-31). Estes dois genes estão lo- 
calizados próximos entre si, sobre o cromossomo 11 de seres humanos. Uma 
determinada célula possui um exemplar do H19 expresso (do cromossomo 
materno), enquanto o outro exemplar (do cromossomo paterno) fica desliga- 
do; com Igf2 ocorre o contrário - o exemplar paterno está ligado e o exemplar 
materno está desligado. 

Duas sequências reguladoras são essenciais para a expressão diferencial 
destes genes: um reforçador (a jusante do gene H19) e um isolador (chamado 
de região controladora de imprinting [ICR, imprinting control region), localizada 
entre os genes H19 e Igf2). Em princípio, o reforçador pode (quando ligado a 
ativadores) ativar qualquer um dos dois genes. Então, por que ele só ativa o 
H19 no cromossomo materno e o Igf2 no cromossomo paterno? A resposta está 
na função do ICR e seu estado de metilação. Assim, o reforçador não consegue 
ativar o gene Igf2 no cromossomo materno porque, neste cromossomo, o ICR 
liga-se a uma proteína, CTCF, que impede a ativação do gene Igf2 por ativado- 
res ligados ao reforçador (a função dos isoladores foi discutida anteriormente, 
ver Fig. 19-14). No cromossomo paterno, ao contrário, o elemento ICR e o 
promotor de H19 estão metilados. Nesta condição, a maquinaria de transcrição 
não pode se ligar ao promotor de H19, e CTCF não pode se ligar a ICR. Como 
resultado, o reforçador agora ativa o gene Igf2. O gene H19 é ainda mais repri- 
mido no cromossomo paterno, pela ligação de MeCP2 ao ICR metilado. Como 
se viu, isso recruta modificadores de histona que reprimem o promotor de H19. 

O Quadro 19-6, Repressão transcricional e doenças humanas, descreve 
dois casos nos quais a perda de repressão causa doenças em humanos: um 
envolve MeCP2 e o outro, defeitos no imprinting. 
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FIGURA 19-30  Desligando um gene por meio da metilação do DNA e da modi- 
ficação de histonas. No estado não modificado, o gene de mamíferos, aqui representado, 
pode alterar facilmente entre ser ou não expresso na presença de ativadores e da maquinaria de 
transcrição, como se vê na parte superior. Nestas condições, a expressão nunca está completa- 
mente desligada - existe um “vazamento”, Frequentemente, isso é insatisfatório; às vezes, um 
gene precisa ser completamente desligado e, em outras ocasiões, desligado permanentemente. 
Isso é obtido por meio da metilação do DNA e da modificação dos nucleossomas locais, Assim, 
quando um gene não está sendo expresso, uma DNA metiltransferase (uma metilase) pode ter 
acesso e metilar citosinas na sequência do promotor, no próprio gene e em sitios de ligação 
do ativador a montante do gene. O grupo metil é adicionado à posição 5” do anel de citosina, 
originando a 5-metilcitosina (ver Cap. 4). Em alguns casos, essa modificação sozinha pode im- 
pedir as ligações da maquinaria de transcrição e dos ativadores, Entretanto, ela pode também 
aumentar a ligação de outras proteinas (p. ex., MeCP2) que reconhecem as sequências de DNA 
contendo metilitosina. Essas proteínas, por sua vez, recrutam complexos que remodelam e 
modificam os nucleossomos locais, desligando completamente a expressão deste gene. 


FIGURA 19-31 Memorização 

a cromossomo matemo (impriting). São apresentados dois 

crer exemplos de genes controlados par impri- 

ting — os genes de mamiferos Igf2 e H19. 

DESLIGADO / IL Como descrito no texto, em uma dada 

ciy E Gate M E E 

ICR 1 resorçador partir do cromossomo matemo, e lgf2 é 

expresso apenas a partir do cromossomo 

paterno. O estado de metilação do ele- 

mento isolador determina se a proteina 

de ligação ao ICR (CTCF) tem ou não a 

capacidade de ligar-se e bloquear a ative- 

ção do gene H19 a partir do reforçador 
a jusante. 
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REGULAÇÃO GÊNICA POR EPIGENÉTICA 


Às vezes, os padrões de expressão gênica têm de ser herdados. Durante o de- 
senvolvimento, um sinal liberado por uma célula provoca a ativação de ge- 
nes específicos nas células vizinhas. Alguns desses genes devem permanecer 
ativos nas células por muitas gerações celulares, mesmo que o sinal que os 
induziu tenha sido apenas fugaz. A herança dos padrões de expressão gênica 
na ausência de mutação ou de sinal iniciador é chamada de regulação epi- 
genética. 

Compare-o com alguns dos exemplos de regulação gênica discutidos. Se 
um gene é controlado por um ativador e esse ativador está ativo apenas em 
presença de determinado sinal, o gene permanecerá ligado apenas enquanto 
o sinal estiver presente. De fato, sob condições normais, os genes lac de E. coli 
serão expressos somente enquanto a lactose estiver presente e a glicose estiver 
ausente, Igualmente, os genes GAL de levedura são expressos somente en- 
quanto a glicose estiver ausente e a galactose estiver presente, e o interferon-p 
humano só é produzido enquanto as células estiverem sendo estimuladas 
pela infecção viral. 


Alguns estados de expressão gênica são 
herdados durante a divisão celular, mesmo que 
o sinal iniciador não esteja mais presente 


Já foram encontrados exemplos de regulação gênica que podem ser herdados 
epigeneticamente. Considere-se a manutenção de um bacteriófago à lisóge- 
no (Cap. 18). Em um lisógeno, o fago está em estado dormente na bactéria 
hospedeira. Essa condição está associada a um padrão específico de expressão 
gênica e, sobretudo, à expressão continuada da proteína repressora de à (ver 
Cap. 18, Fig. 18-27). 

A expressão gênica lisogênica é estabelecida em uma célula infectada em 
resposta a condições insatisfatórias de desenvolvimento. Uma vez estabeleci- 
do, entretanto, o estado lisogênico é mantido estável apesar de melhoras nas 
condições de crescimento: mover um lisógeno para um meio de cultivo rico 
não leva à indução. Na verdade, a indução basicamente não ocorre enquanto 
não for recebido um sinal indutor adequado (como a luz UV). 

Por isso, a manutenção do estado lisogênico por meio da divisão celu- 
lar é um exemplo de regulação epigenética, Esse controle epigenético resulta 
de uma estratégia em duas etapas para controlar a síntese do repressor. Na 
primeira etapa, a síntese é estabelecida inicialmente pela ativação do gene 
repressor (cl) pelo ativador CII (que é sensível às condições de crescimento). 
Na segunda etapa, a síntese de repressor é mantida por autorregulação: o re- 
pressor ativa a expressão de seu próprio gene (ver Cap. 18, Fig. 18-31). Desse 
modo, quando a célula lisogênica se divide, cada célula-filha herda uma cópia 
do genoma do fago dormente e algumas moléculas da proteína repressora. 
Esse repressor é suficiente para estimular a síntese de repressor adicional, a 
partir dos genomas dos fagos, em ambas as células (Fig. 19-32). No desenvol- 
vimento de organismos pluricelulares, grande parte da regulação gênica fun- 
ciona exatamente desse modo. No Capítulo 21, serão vistos alguns exemplos. 

Outro mecanismo conhecido de regulação epigenética é fornecido pela 
metilação do DNA, cujo exemplo foi visto na descrição de imprinting. A meti- 
lação do DNA é herdada eficazmente mesmo após divisão celular, como ilus- 
trado na Figura 19-33. Certas DNA metilases podem metilar uma pequena 
proporção de DNA previamente não modificado; mas as chamadas metila- 
ses de manutenção modificam o DNA hemimetilado - o substrato resul- 
tante da replicação do DNA completamente metilado - com muito mais efi- 
ciência. Nas células de mamíferos, a metilação do DNA pode ser o marcador 
primário das regiões do genoma que estão silenciadas. A metilação inicial é 
provavelmente dirigida a sequências particulares por meio das ações de pro- 
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FIGURA 19-32 Controle epigenético da manutenção do estado lisogênico, 


FIGURA 19-33 Os padrões de metilação do DNA podem ser mantidos durante 
a divisão celular. Como visto na Figura 19-26, o DNA envolvido na expressão de um gene 
de vertebrado pode ser metilado, desligando sua expressão. Esta metilação inicial é realizada 
por uma metiiase de novo. Para que o desligamento mantenha um gene permanentemente 
desligado, o estado de metilação precisa ser herdado durante a divisão celular. Esta figura 
demonstra como isso é realizado. É apresentada uma sequência de DNA em que há duas d- 
tosinas presentes em cada fita, uma melada e a outra não. Este padrão é mantido durante a 
divisão celular porque, na duplicação do DNA, uma metilase de manutenção reconhece o DNA 
hemimetilado e adiciona um grupo metil à citosina não metilada correspondente. A sequência 
completamente não metilada não é reconhecida por essa enzima e, por isso, permanece não 
metilada. Assim, ambos os dúplices de DNA-filhos acabam com o mesmo padrão de metilação 
que o parental. (Adaptada, com permissão, de Alberts B. et al. 2002. Molecular biology of the 
cell 4th ed. p. 431, Fig. 7-81, © Garland SciencerTeylor & Francis LLC) 
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CONEXÕES CLÍNICAS 


Quadro 19-6 Repressão transcricional e doenças humanas 


Várias doenças humanas são causadas pela desrepressão de 
genes silenciados. Aqui, serão abordadas duas condições, 
cada uma delas causada pela perda de repressão de um gene 
cujo mecanismo de repressão está descrito no texto: primeiro, 
a síndrome de Rett, causada pela perda da proteina represso- 
ra MeCP2; e segundo, a sindrome de Beckwith Weidemann, 
causada pela perda de sítios de ligação para CTCF no ICR do 
gene Igf2. 

A síndrome de Rett (RTT) é um distúrbio grave do es- 
pectro do autismo, observada em 1:10.000 meninas. Esta 
condição é caracterizada pela perda das capacidades linguis- 
ticas e motoras no início da infância, microcefalia, convul- 
sões, comportamentos estereotipados (como o torcer repe- 
titivo das mãos) e hiperventilação intermitente. É uma causa 
comum do retardo mental esporádico. A RTT é causada por 
“uma mutação no gene ligado ao X que codifica a proteina 
repressora MeCP2. Este regulador transcricional foi abor- 
dado anteriormente no texto; ele reconhece sequências de 
DNA metiladas e silencia a transcrição de genes próximos por 
meio do recrutamento de histonas desacetilases (Fig. 19-31). 
Camundongos portadores de um gene MeCP2 interrompido 
possuem sintomas semelhantes aos dos pacientes com RTT, 
e isso é preservado em camundongos nos quais a perda de 
MeCP2 está restrita ao cérebro. 

Coma o gene MeCP2 está no cromossomo X, as meninas 
com uma cópia defeituosa (as pacientes com RTT) são um 
mosaico: em células nas quais o cromossomo X portando a 
cópia (alelo) mutante do gene está inativado, MeCP2 selva- 
gem é produzida; mas em células nas quais a cópia selvagem 
do gene está na cópia inativa do cromossomo X, MeCP2 não 
é produzida. Meninos portadores do gene mutante em seu 
(único) cromossomo X são desprovidos de MeCP2 em todas 
as suas células, e geralmente morrem por insuficiência respi- 
ratória com um a dois anos de idade. 

ARTT é considerada uma condição de neurodesenvolvi- 
mento em vez de um distúrbio neurodegenerativo, porque os 
pacientes — e os camundongos nocaute - apresentam mor- 
fologia neuronal anormal, mas não morte neuronal. Mesmo 
assim, acreditava-se que a deficiência de MeCP2 era crucial 
em um determinado ponto durante o desenvolvimento, 
após o qual nem o restabelecimento de sua função rever- 
teria o fenótipo. Recentemente, porém, desenvolveu-se um 
camundongo-modelo no qual a expressão de MeCP2 pode 
ser manipulada, permitindo que o camundongo cresça até 
a vida adulta sem a expressão de MeCP2, antes de ativar a 
expressão do regulador. Curiosamente, a produção de MeCP2 
na vida adulta foi suficiente para reverter os efeitos de sua 
ausência ao longo do desenvolvimento inicial. Este achado 


empolgante torna a intervenção terapêutica em seres huma- 
nos mais viável, apesar de ainda dificil. 

A ligação entre MeCP2 e os sintomas da RTT não é to- 
talmente conhecida, Como se viu, MeCP2 é uma proteina 
repressora da expressão gênica, e um de seus genes-alvo co- 
dífica o fator neurotrófico derivado de cérebro (BDNF, brain 
derived neurotrophic factor). Esta proteina, um fator de cres- 
cimento, desempenha papéis no desenvolvimento do cérebro 
e nas alterações sinápticas associadas à aprendizagem e à 
memória. Recentemente, descobriu-se que a atividade neural 
leva à fosforilação de MeCP2, modificação que causa a disso- 
ciação do repressor do DNA, presumivelmente permitindo a 
expressão de seus genes-alvo. A perturbação destas ativida- 
des — expressão inapropriada de BDNF, por exemplo — possui 
apelo óbvio como uma explicação para, pelo menos, alguns 
dos sintomas cognitivos da RTT. 

Existe uma pesquisa em andamento buscando as liga- 
ções entre MeCP2 e BDNF, e entre estas proteinas e a doença, 
assim como há para outros genes provavelmente relevantes, 
regulados por MeCP2. O amplo espectro de sintomas - do 
comprometimento cognitivo à marcha incomum — sugere 
que há provavelmente vários genes cuja má expressão é ne- 
cessária para a expressão de todos os sintomas da doença. 

A síndrome de Beckwith-Wiedemann (BWS) é um dis- 
túrbio de desenvolvimento que afeta 1:15.000. A condição é 
caracterizada pelo supercrescimento (crianças com esta con- 
dição nascem prematuramente e são maiores do que o nor- 
mal) e maior suscetibilidade a uma variedade de cânceres in- 
fantis (incluindo tumor de Wilms). A síndrome também está 
associada com expressão interrompida de genes que estão 
sob impriting no cromossomo 11p15.5, incluindo o gene do 
fator de crescimento semelhante à insulina2 (1gf2, insulin-like 
growth factor 2) discutido no texto (Fig. 19-31). 

Conforme descrito, o gene Igf2 é geralmente expresso 
como um moncalelo; ou seja, apenas um dos dois alelos 
(neste caso, o alelo paterno) é expresso como resultado do 
imprinting do outro. Ao mesmo tempo, o gene H19 é ex- 
presso apenas a partir do alelo materno. Vários casos de BWS 
estão associados à expressão bialélica de Igf2 e nenhuma ex- 
pressão de H19, resultado de uma metilação do ICR em am- 
bos os cromossomos. IGF2 é um fator de crescimento fetal, e 
H19 é um RNA regulador (ver Cap. 20) potencialmente envol- 
vido na supressão de tumor e, assim, o fenótipo da condição 
— supercrescimento e sensibilidade tumoral - faz sentido. 

Assim como na RTT, os sintomas da BWS são mimeti- 
zados em camundongos adequadamente manipulados: a 
superexpressão de Igf2 produz supercrescimento geral dos 
camundongos e o surgimento de tumores específicos, 


teínas de ligação ao DNA dos RNAs (Cap. 20). Após a replicação do DNA, os 
sítios hemimetilados em ambas as células-filhas são remetilados. Estes podem 
ser reconhecidos pelo repressor MeCP2 que, por sua vez, recruta desacetilases 
e metilases de histonas, restabelecendo o silenciamento (Fig. 19-30). 
Modificações do nucleossomo poderiam, em princípio, fornecer a base 
para a herança epigenética, embora nenhum exemplo disso tenha ainda sido 
encontrado. Considere-se um gene que é desligado pela metilação das histo- 
nas locais. Quando essa região do cromossomo é replicada durante a divisão 
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celular, as histonas metiladas da molécula de DNA parental acabam sendo 
distribuídas igualmente entre as duas dúplices-filhas (ver Cap. 8, Fig. 8-43). 
Assim, cada molécula-filha carrega alguns nucleossomos metilados e alguns 
não metilados. Os nucleossomos metilados recrutam proteínas com cromo- 
domínios, inclusive a própria histona metilase, que metila os nucleossomos 
não modificados adjacentes. Desse modo, o estado de modificação da croma- 
tina pode manter-se por gerações usando a mesma estratégia utilizada para o 
alastramento sobre o DNA. Embora este seja um modelo atraente, ele ainda 
não foi observado operando na ausência de direção pela metilação do DNA, 
por proteínas de ligação ao DNA ou por RNAs reguladores (Cap. 20) (i.e, na 
ausência de sinais específicos determinando quais células recrutam as enzi- 


mas de modificação). 


RESUMO 


Assim como nas bactérias, o início da transcrição é a etapa mais 
frequentemente regulada da expressão gênica nos eucariotos, 
apesar de, nesses organismos, haver etapas adicionais passíveis 
de regulação. Também como nas bactérias, o início da trans- 
crição é caracteristicamente regulado por proteínas que se li- 
gam a sequências específicas do DNA, próximas de um gene, 
ligando-o (os ativadores) ou desligando-o (os repressores). Essa 
conservação do mecanismo de regulação é mantida mesmo 
diante de várias complexidades da organização e da transcrição 
dos genes eucarióticos, não encontradas em bactérias. 

Em uma célula eucariótica, o DNA está empacotado com 
histonas, formando os nucleossomos. Assim, as sequências 
de DNA às quais a maquinaria de transcrição e as proteínas 
reguladoras se ligam estão, em muitos casos, inacessíveis. En- 
zimas que modificam histonas, pela adição (ou remoção) de 
pequenos grupos químicos, alteram estas proteínas de duas 
maneiras: mudando a força com a qual os nucleossomos estão 
empacotados (e, portanto, o quão acessível está o DNA den- 
tro dele) e formando (ou removendo) sítios de ligação para 
outras proteínas envolvidas na transcrição do gene. Outras 
enzimas "remodelam” os nucleossomos; elas usam a energia 
da hidrólise do ATP para deslocar os nucicossomos, alterando 
a disponibilidade das sequências. Um importante mecanismo 
de ativação transcricional é a remoção de nucleossomos no 
núcleo do promotor. É possível que formas inativas, porém, li- 
gadas, de Pol II (Pol II pausada ou "engatilhada”) mantenham 
as regiões promotoras em uma condição “aberta” ou livre de 
nucleossomo, promovendo, assim, a indução rápida e eficien- 
te da expressão gênica quando sinais apropriados se tornam 
disponíveis. 

Caracteristicamente, os genes dos eucariotos multicelula- 
res são controlados por um número maior de proteínas regula- 
doras, algumas delas ligadas muito distantes do gene, em com- 
paração a seus equivalentes bacterianos. Isso reflete o maior 
número de sinais fisiológicos que controlam um gene típico 
em organismos multicelulares. 

A enzima RNA-polimerase é muito conservada entre as 
bactérias e os eucariotos (Cap. 13). No entanto, um promotor 
eucariótico típico possui cerca de 50 proteínas adicionais que 
se ligam junto com a polimerase, Muitas delas são conduzidas 
ao promotor em grandes complexos proteicos. 

Assim como visto nas bactérias, os ativadores eucarióticos 
funcionam predominantemente por recrutamento. Entretan- 
to, nesses organismos, eles não recrutam a polimerase direta- 
mente ou sozinhos. Eles recrutam outros complexos proteicos 
necessários para iniciar a transcrição de um dado gene. A pró- 


pria RNA-polimerase é trazida com esses outros complexos. 
O ativador também pode recrutar enzimas modificadoras de 
histonas, e os efeitos dessas modificações podem auxiliar na 
ligação da maquinaria de transcrição ao promotor ou iniciar 
uma transcrição eficiente. 

Os ativadores podem interagir com um ou mais dos di- 
versos componentes da maquinaria de transcrição ou dos 
modificadores de nucleossomos. Galá, por exemplo, recruta 
Mediador, SAGA, Swi/Snf e TFIID para os promotores confor- 
me necessário. Em outros casos, fatores necessários para iní- 
cio ou alongamento eficientes podem ser requeridos após a 
ligação da polimerase — estes também podem ser recrutados 
por ativadores. Isso explica como eles podem atuar juntos tão 
prontamente, em grande número e em várias combinações, 
e explica a generalização do uso da integração de sinais e do 
controle combinatório que se observa, sobretudo, em organis- 
mos pluricelulares. 

Alguns ativadores atuam a partir de sítios distantes do 
gene, o que exige que o DNA forme uma alça entre os seus 
sítios de ligação e o promotor. Não está esclarecido como po- 
dem se formar alças em distâncias tão grandes como as que 
se tornam necessárias em alguns casos, mas, muito provavel- 
mente, isso envolve alterações na estrutura da cromatina entre 
os sítios de ligação do ativador e do promotor, resultando na 
aproximação desses dois elementos, e o uso de coesinas para 
estabilizar as alças. Sequências de DNA, chamadas isoladores, 
ligam proteínas que interferem na interação entre os ativado- 
res ligados a reforçadores distantes e os seus promotores. Eles 
poderiam funcionar por meio de mecanismos de inibição que 
facilitassem a formação das alças (como modificações na estru- 
tura da cromatina). Os isoladores ajudam a assegurar que os 
ativadores atuem somente sobre os genes corretos. 

Repressores eucarióticos atuam de várias maneiras. Entre- 
tanto, o mecanismo mais comum visto em bactérias — liga- 
ção do repressor a um sítio sobreposto ao promotor - não é 
normalmente observado em eucariotos. Em alguns casos, os 
repressores ligam-se próximos a ativadores em reforçadores e 
evitam que estes ativadores medeiem a aproximação do refor- 
çador ao promotor via formação de alça. Além disso, os repres- 
sores eucarióticos funcionam por recrutamento de modifica- 
dores de histonas que diminuem a transcrição. Por exemplo, 
enquanto a histona acetilase está geralmente associada à ati- 
vação, a histona desacetilase — isto é, uma enzima que remove 
grupos acetila — age para reprimir um gene. 

Em alguns casos, longos segmentos de DNA nucleossomal 
podem ser mantidos em estado relativamente inerte, devido 
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a modificações apropriadas nos nucleossomos, mais notavel- 
mente por desacetilação e metilação. Deste modo, grupos de 
genes podem ser mantidos em um estado “silencioso” sem 
necessidade da ligação de repressores específicos a cada gene. 

Em alguns organismos eucarióticos, como os mamíferos, 
os genes silenciados também estão associados ao DNA meti- 
lado. As sequências metiladas podem bloquear a ligação da 
maquinaria de transcrição e dos ativadores ou essas sequên- 
cias podem ligar-se especificamente a uma classe de repres- 
sores que recrutam enzimas modificadoras de histonas que 
reprimem os genes próximos. A metilação do DNA pode ser 
mantida durante a divisão celular, bem como os padrões de 
expressão gênica controlados por esta metilação. 
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Para respostas de questões de número par, ver Apêndice 2: Respostas. 


Questão 1. O tipo mais comum de regulação da expressão 
gênica ocorre em nível de transcrição. Cite outros tipos de 
regulação da expressão gênica em células eucarióticas, Existe 
algum tipo de regulação única de células eucarióticas, quando 
comparada a células procarióticas? 


Questão 2. Compare os elementos de sequência de DNA en- 
volvidos na regulação da transcrição em células bacterianas e 
eucarióticas. 


Questão 3. Explique por que o lacZ de E. coli é geralmente 
usado como um gene repórter em células de S. cerevisiae, mas 
não em células de E, coli, 


Questão 4. A presença de um molde de DNA (p. ex, um 
produto de PCR), fatores gerais de transcrição e RNA-polimera- 
se II permite o início da transcrição in vitro. Explique por que o 
início da transcrição não é possível tendo apenas fatores gerais 
de transcrição e RNA-polimerase II, usando o DNA genômico 
como molde. 


Questão 5. Revise os princípios do ensaio de duplo-híbrido 
no Quadro 19-1. Em que local da célula a interação entre isca e 
presa deve ocorrer para que seja observada a ativação do gene 
repórter? Cite uma potencial desvantagem do ensaio de duplo- 
“híbrido em relação a essa necessidade. Quais outras potenciais 
desvantagens desta técnica você consegue imaginar? 


Questão 6. 


A. Uma lista das etapas para a imunoprecipitação de croma- 
tina (ChIP) na ordem incorreta é apresentada a seguir. 
Forneça a ordem adequada para as etapas da ChIP, listan- 
do a letra de cada etapa. 


a. Imunoprecipitar o complexo DNA-proteina. 

b. Amplificar o DNA por PCR. 

€. Adicionar anticorpo específico para uma proteína. 
d. Incubar proteínas com fragmentos de DNA. 

e. Remover proteinas. 


B. Um pesquisador decidiu realizar um ensaio de ChIP usan- 
do um anticorpo contra a proteína X e iniciadores de PCR 
específicos para a região que inclui o gene Y Dê um exem- 
plo de pergunta feita pelo pesquisador que o teria levado 
a estas escolhas. 


Questão 7. Lembre-se do uso do controle combinatório 
na regulação da expressão gênica específica de tipo acasa- 
lante de $. cerevisiae. Descreva como Mem atua reprimin- 
do e ativando a transcrição de genes-alvo em células MAT 
a haploides, 


Questão 8. 

A. Dê exemplos dos tipos de modificações covalentes de his- 
tonas discutidas no Capítulo 19 que influenciam na ex- 
pressão gênica. 

B. Explique por que a presença de uma dada modificação 
nem sempre está associada unicamente com ativação ou 
repressão. 


Questão 9. 
A. Descreva o papel da metilação do DNA na expressão gèni- 
ca de células de mamíferos. 
B. Como o papel da metilação do DNA nas células de mamí- 
feros difere do papel da metilação do DNA em células de 
E. col? 


Questão 10. Os participantes de uma via de transdução de 
sinal podem ser classificados nas seguintes categorias: sinal, 
teceptor, molécula de transmissão e resultado/produto. Classi- 
fique cada componente da via STAT ilustrada na Figura 19-22 
de acordo com estes termos (eles podem ser usados mais de 
uma vez). 


Questão 11. Formule uma hipótese abordando por que o 
imprinting leva à herança não mendeliana (traços segregando 
em um padrão que não se encaixa em um padrão mendelia- 
no). Para revisar a genética mendeliana, veja o Capítulo 1. 
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Questão 12. Você decidiu estudar três proteínas - A, Be C 
- com potenciais papéis na regulação transcricional em célu- 
las de mamíferos. Você faz um EMSA (do inglês, electrophoretic 
mobility shift assay [ensaio de alteração da mobilidade eletro- 
fétical). Os dados estão apresentados a seguir. Para revisar esta 
técnica, veja o Capítulo 7. Todas as reações continham tampão 
de ligação e fragmentos de DNA marcados, incluindo a se- 
quência do sítio de ligação ao DNA para a Proteina A, uma se- 
quência a montante de um gene de mamífero. A(s) proteina(s) 
purificada(s) adicionada(s) está(ão) indicada(s) acima do gel. 


= =- =- + + + ProteinaA 
- + =- =- + — ProteinaB 
=- 4 ~- - + ProeiaC 


oo = — 
+ Ei 
Canea 2 3 4 5 6 


A. Com base nestes dados, a Proteína A liga-se ao DNA? Ex- 
plique sua resposta. 

B. Forneça uma explicação para o resultado observado na 
canaleta 5. Use também os dados da canaleta 2 em sua 
resposta. 

C. Proponha um modelo de como a Proteína B potencial- 
mente ativa a transcrição, 


Questão 13. Você quer produzir uma linhagem transgênica 
do nematódeo C. elegans. O gene xyz é expresso em todas as 
células do embrião. Você fusiona o promotor (Pxyz, 300 pb) 
do gene xyz ao gene que codifica a proteína fluorescente verde 
(GEP, green fluorescent protein) (900 pb). Você injeta o constru- 
to (ilustrado a seguir) no verme. O construto insere-se alea- 
toriamente no genoma e, então, é herdado de maneira estável 
por toda a progênie. 


— Pa| GFP 


Embora xyz deva ser expresso em todas as células do em- 
brião, a progênie deste adulto injetado não expressa GFP. Você 
confia em suas habilidades de injeção e acredita que o constru- 
to, de fato, integrou-se no genoma do verme injetado. 

A. Você amplifica e sequencia o construto integrado e as re- 
giões flanqueadoras em ambas as direções. Em um lado, 
seu construto está flanqueado por uma região de 5.000 pb 
de sequência aleatória. No outro lado, seu construto está 
flanqueado por 200 repetições “TAAGGC”, Com base nes- 
tes resultados, proponha uma hipótese explicando por que 
seu construto não é expresso. 

Você decide reinjetar o mesmo construto em outro 
verme adulto, em uma tentativa de integrar o construto 
em outro local do genoma. Você fica feliz ao observar que 
todos os embriões deste verme adulto apresentam expres- 
são de GFP em todas as células (conforme observado no 
microscópio de fluorescência), 

B. Você quer estudar a localização subcelular da proteína 
XYZ. Sugira uma modificação no construto da parte A que 
iria permitir o estudo da localização da proteína XYZ na 
célula. Explique seu raciocínio. 


CAPÍTULO 20 


"i 


RNAs Reguladores 


“OS DOIS ÚLTIMOS CAPÍTULOS, DISCUTIU-SE como a transcrição é regulada em 
procariotos e eucariotos. Aprendeu-se que este controle é alcançado 


usando proteínas reguladoras - normalmente, proteínas de ligação ao 
DNA sequência-específicas que ativam ou reprimem a transcrição de genes 
próximos. Os detalhes mecanísticos da regulação gênica têm sido estudados 
desde que François Jacob e Jacques Monod propuseram seu modelo de re- 
pressão há mais de 50 anos (Cap. 18, Quadro 18-2). Naquela época, eles não 
sabiam se os fatores em trans (repressores) eram proteínas ou RNA. Transpa- 
recia que, nos casos que estudaram (e, de fato, na maioria dos casos), os regu- 
ladores eram proteínas que atuavam pela ligação a sítios operadores do DNA. 
Todavia, em seu artigo original, eles sugeriram que os reguladores poderiam 
facilmente ser moléculas de RNA — de fato, eles favoreciam esta possibilidade. 
A ideia de que moléculas de RNA poderiam ser reguladores foi ampla- 
mente esquecida à medida que mais e mais proteínas reguladoras eram en- 
contradas em procariotos e eucariotos. Mas, nos últimos anos, houve uma 
explosão no estudo de reguladores de RNA, particularmente em eucariotos, 
que operam em nível de transcrição e, sobretudo, tradução. Este novo campo 
emergiu a partir de duas fontes: a descoberta dos microRNAs, primeiramente 
descritos no início da década de 1990 e, então, a descoberta do fenômeno 
conhecido como RNA de interferência no fim da década de 1990. Antes de 
estas formas de regulação serem descritas - como elas funcionam e as aplica- 
ções que permitem aos cientistas -, serão abordados casos de regulação gênica 
mediada por RNA em bactérias. 


REGULAÇÃO POR RNAs EM BACTÉRIAS 


Pequenos RNAs têm sido reconhecidos em procariotos há muitos anos. Al- 
guns deles estão envolvidos na regulação da replicação de plasmídeos, e ou- 
tros estão envolvidos na regulação da expressão gênica (ver discussão sobre 
Tnl0 no Cap. 12). Alguns dos RNAs deste último grupo controlam a transcri- 
ção — o RNA 6S de Escherichia coli, por exemplo. Este RNA liga-se à subunidade 
o”? da RNA-polimerase e controla negativamente a transcrição a partir de vá- 
rios promotores de o”. O RNA 6S acumula-se em altos níveis na fase estacio- 
nária (fase de crescimento em que as bactérias entram quando os nutrientes 
se tornam escassos e as células param de se dividir). Na fase estacionária, um 
fator q alternativo, a”, é produzido. Este o compete com g™ pelo núcleo da 
polimerase e dirige a enzima para promotores expressando genes para as múl- 
tiplas respostas a estresse necessárias para a sobrevivência na fase estacionária. 
Ao reduzir a transcrição a partir de promotores de o”, o RNA 6S ajuda neste 
redirecionamento de expressão para promotores o”. 
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Nos últimos anos, a atenção tem sido voltada para pequenas moléculas 
de RNA de bactérias que regulam a tradução e a degradação de mRNA. O in- 
teresse nestes pequenos RNAs foi aumentado por sua semelhança a RNAs que 
regulam a expressão gênica em eucariotos — os pequenos RNAs de interferên- 
cia e os microRNAs que serão discutidos na segunda metade deste capítulo. 

Uma classe de RNAs reguladores bacterianos (chamados de sRNAs) 
atua em trans para controlar a tradução de genes-alvo, parecido com o que 
microRNAs fazem em eucariotos. No entanto, eles são maiores (80 a 110 nu- 
cleotídeos) do que os RNAs reguladores eucarióticos (que variam de 21 a 30 
nucleotídeos) e, em geral, não são formados pelo processamento de precur- 
sores de RNA de dupla-fita (dsRNA) maiores (como o são os reguladores de 
RNA eucarióticos); em vez disso, eles são codificados em sua forma final por 
pequenos genes. Vários destes genes foram identificados por bioinformática, 
com mais de 100 sRNAs sendo descobertos em E. coli. A maioria dos SRNAs 
atua pelo pareamento de bases com sequências complementares nos mRNAs- 
-alvo e dirigindo a destruição do mRNA, inibindo sua tradução ou até mesmo, 
em alguns casos, estimulando a tradução. 

A ligação de um sRNA a seu mRNA-alvo é, na maioria dos casos, auxiliada 
pela proteina bacteriana Hfq. Esta chaperona de RNA é necessária porque a 
complementaridade entre os sRNAs e seus mRNAs-alvo é normalmente im- 
perfeita e curta e, assim, sua interação é fraca. A Hfq facilita o pareamento de 
bases, Além disso, ao ligar-se aos SRNAs mesmo antes que eles estejam parea- 
dos com seus alvos, a Hfq aumenta a estabilidade destes reguladores. 

Um sRNA bastante estudado de E. coli é o RNA RybB, com 81 nucleo- 
tídeos. Este sRNA liga-se a vários mRNAs-alvo e desencadeia sua destruição 
porque o trecho de dupla-fita do heterodúplex formado pelo pareamento é 
reconhecido como substrato pela nuclease RNase E, A maioria dos mRNAs- 
-alvo de RybB codifica proteínas de armazenamento de ferro. Ferro livre é ne- 
cessário para a célula sob certas condições, mas altos níveis são tóxicos. RybB 
regula os níveis de ferro livre pelo controle de proteínas de armazenamento 
de ferro. RybB é expresso a partir de um promotor reconhecido por um fator 
o especial chamado o” (assim como o”, um fator o de resposta ao estresse). 
A própria expressão do gene que codifica o' é regulada por RybB e, assim, este 
sRNA faz parte de um circuito regulador autonegativo para g", 

O fator a de fase estacionária o, mencionado anteriormente, é codificado 
pelo gene rpoS de E. coli. A tradução do mRNA de rpos é estimulada por dois 
SRNAs: DsrA e RprA. A ativação é alcançada por uma troca no pareamento de 
bases de RNA alternativo: os pequenos RNAs ligam-se a uma região do mRNA 
que de outro modo parearia com o sítio de ligação ao ribossomo, inibindo a 
tradução. O gene rpoS também é controlado negativamente por outra peque- 
na molécula, OxyS. A Figura 20-1 mostra estes dois mecanismos. 

Outros exemplos de RNAs reguladores em bactérias atuam simplesmente 
como RNAs “antissenso": eles são codificados pela fita oposta à fita codifica- 
dora de um gene e atuam pelo pareamento de bases homólogas para inibir a 
expressão do mRNA produzido a partir do gene. Estes tendem a estar associa- 
dos com genes que codificam produtos potencialmente tóxicos, e também 
na regulação de alguns genes de fago (como em à) (ver Cap. 18). Em geral, 
diz-se que estes RNAs atuam em cis porque agem apenas no gene a partir do 
qual foram gerados (ao contrário dos sRNAs de atuação em trans descritos 
anteriormente). 

Os RNAs reguladores de atuação em trans serão retomados na segunda 
metade deste capítulo, onde será abordado seu papel na regulação da expres- 
são gênica em eucariotos. Mas antes de a atenção ser voltada para este tópico, 
serão abordados outros exemplos de regulação gênica mediada pelo parea- 
mento de RNA alternativo em bactérias, que operam verdadeiramente em cis. 
Estes são elementos reguladores de RNA que controlam a expressão dos genes 
em cujos mRNAs eles residem. Os exemplos mais marcantes são os chamados 
ribocomutadores, que controlam óperons metabólicos e a atenuação em 
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FIGURA 20-1 A ativação e a repressão da tradução por sRNAs. Quando o sítio de liga- 
ção ao ribossomo (RBS) está ocluído devido ao pareamento de bases com outra molécula de RNA 
(como ocorre em b) ou por pareamento com outra região da própria molécula de RNA (como 
ocorre em a), a tradução é inibida. (Adaptada, com permissão, de Gottesman $. et al. 2006. Cold 
Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 71: 1-11, Fig. 1- © Cold Spring Harbor Laboratory Press.) 


óperons biossintéticos. Os genes trp de E. coli são o exemplo clássico deste úl- 
timo mecanismo e onde a regulação mediada por RNA foi descoberta (o caso 
será descrito em detalhes no Quadro 20-1). 


Os ribocomutadores residem nos transcritos dos 
genes cuja expressão eles controlam por meio 
de alterações da estrutura secundária 


Os ribocomutadores controlam a expressão gênica em resposta a alterações 
nas concentrações de pequenas moléculas. Estes elementos reguladores são 
normalmente encontrados nas regiões 5' não traduzidas (5'-UTRs) dos genes 
que eles controlam e podem regular a expressão em nível de transcrição ou 
tradução. Eles fazem isso por meio de alterações na estrutura secundária do 
RNA, como será visto. 

Cada ribocomutador é constituído por dois componentes: o aptâmero 
e a plataforma de expressão (Fig. 20-2). O aptâmero liga-se à pequena 
molécula ligante e, em resposta, sofre uma alteração conformacional que, por 
sua vez, causa uma mudança na estrutura secundária da plataforma de expres- 
são adjacente. Estas alterações conformacionais alteram a expressão do gene 
associado pela indução do término da transcrição ou pela inibição do início 
da transcrição. Ambos os mecanismos estão ilustrados no exemplo apresenta- 
do na Figura 20-3, que será descrito agora. 

Os ribocomutadores são normalmente encontrados, não surpreendente- 
mente, a montante dos genes envolvidos na síntese do ligante metabólico 
reconhecido pelo ribocomutador em questão. Em Bacillus subtilis, por exem- 
plo, muitos genes envolvidos no uso do aminoácido metionina possuem um 
RNA-líder não traduzido de 200 nucleotídeos que atua como ribocomutador 
sensor de SAM (S-adenosilmetionina). A RNA-polimerase inicia a transcrição 
no promotor e transcreve esta região-líder antes de entrar na sequência co- 
dificadora dos genes a jusante. Uma vez transcrita em RNA, a região-líder 
pode adotar estruturas alternativas por meio de padrões alternativos de parea- 
mento de bases intramoleculares (Fig. 20-3a). Um destes arranjos inclui um 


FIGURA 20-2 Organização dos 
RNAs ribocomutadores. Como descri- 
to no texto, o aptâmero liga-se ao meta- 
bólito controlador, causando mudanças 
na estrutura da plataforma de expressão 
adjacente. Os aptâmeros identificados 
até o momento variam de tamanho entre 
70 e 200 nucleotídeos, as plataformas de 
expressão são mais variadas, tanto em ta- 
manho quanto em caráter. 
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FIGURA 20-3 Os ribocomutado- 
res regulam o término da transcrição 
ou o início da tradução. Dois exemplos 
de um ribocomutador sensor de SAM, 
em um caso (a) regulando o término 
da transcrição, em outro (b), o início da 
tradução. Os números 1 a 4 indicam di- 
ferentes elementos de sequência do RNA 
a montante da região codificadora (em 
amarelo). Na ausência de SAM, as regiões 
2 e 3 formam uma haste-alça; na presen- 
qa de SAM, as regiões 1 e 2 formam uma 
haste-alça, e as regiões 3 e 4 também. 
A consequência desta mudança de es- 
trutura secundária controla a transcrição 
ou a tradução, como mostrado. (a) Uma 
haste-alça das regiões 3 e 4 produz um 
terminador transcricional, que faz a RNA- 
-polimerase terminar a transcrição imedia- 
tamente após a transcrição destas regiões 
e antes de entrar na região codificadora a 
jusante, A haste-aiça, neste caso, é segui- 
da por um trecho de Us no mRNA, outra 
característica do terminador transcricional 
(Cap. 13, Fig. 13-13). (b) A haste-alça for- 
mada pelas regiðes 3 e 4 inibe o inicio da 
tradução ao sequestrar o sitio de ligação 
ao ribossomo, como mostrado. 


terminador transcricional haste-alça (ver Cap. 13). SAM — o ligante para este 
ribocomutador - liga-se ao aptâmero e estabiliza a estrutura secundária que 
inclui este terminador transcricional (como mostrado na base da Fig. 20-3a). 
Sob estas circunstâncias, a transcrição é terminada antes que a polimerase 
tenha a chance de transcrever o segmento codificador de proteína do gene a 
jusante. Esta forma de regulação transcricional é também chamada de ate- 
nuação. (Observa-se a semelhança mecanística com o sistema trp descrito no 
Quadro 20-1.) Em outro caso - em outro gene - um ribocomutador sensor de 
SAM pode atuar pela regulação da tradução. Neste caso, como mostrado na 
Figura 20-3b, a estrutura secundária alternativa estabilizada pela ligação de 
SAM ao aptâmero inclui uma haste-alça que, embora não seja um terminador 
transcricional, inclui o sítio de ligação ao ribossomo (RBS; na região 4). Esta 
alteração conformacional sequestra o RBS e bloqueia o início da tradução pe- 
los ribossomos (ver Cap. 15). Esta forma de inibição da tradução é, portanto, 
essencialmente idêntica à descrita anteriormente para os sRNAs de atuação 
em trans (Fig. 20-1). Os detalhes das alterações na estrutura secundária do 
RNA induzidas pela ligação de SAM a um ribocomutador estão mostrados na 
Figura 20-4. 

Vários ribocomutadores foram identificados, e resultados atuais de se- 
quenciamento do genoma inteiro sugerem que há provavelmente centenas 
ou milhares deles em espécies de bactérias. Mesmo os exemplos bem-carac- 


CAPÍTULO 20 RNAs Reguladores 


j CAAGAAGGGGI 
sm ASGGGUUUS 
sa 
G A (sam) 
5u A 
A 3 
Sê 
ua 
a° fe uu 
Uai 
au! 
sam 
G + sam 
uv 
A-s- 


: $ 
gA si 
5| U-AGAAGCGUU Ê 


terizados respondem a uma gama de diferentes metabólitos, incluindo lisina 
e outros aminoácidos, vitamina B12, coenzima pirofosfato de tiamina (TPP), 
mononucleotídeo de flavina (FMN) e guanina (Fig. 20-5). 

Outro tipo de ribocomutador responde a tRNAs não carregados, em vez 
de a pequenas moléculas ligantes. Deste modo, determinados genes, sobretu- 
do os genes de aminoacil-tRNA sintetases (ver Cap. 15), são controlados por 
atenuação mediada por um RNA-líder não traduzido, com 200 a 300 nucleoti- 
deos de comprimento, que interage direta e especificamente com o tRNA cor- 
respondente, não carregado, pela sintetase: a forma carregada do tRNA não 
se encaixa no bolso de ligação fornecido pela estrutura secundária do RNA. 
A ligação do tRNA não carregado estabiliza o RNA-líder em sua estrutura de 
antitérmino, de modo que a transcrição do gene de sintetase adjacente pode 
prosseguir. A especificidade é alcançada, em parte, pela interação “códon- 
-anticódon” entre o tRNA e o RNA-líder. Como apenas o tRNA não carregado 
é capaz de ligar-se ao líder, a leitura de todo o transcrito é estimulada apenas 
quando o aminoácido correspondente está escasso, e o nível do tRNA não 
carregado está aumentado na célula. 

Os ribocomutadores, apesar de muito prevalente entre bactérias, são 
também encontrados em arquebactérias, fungos e plantas. Em alguns casos, 
nestes organismos mais complexos, os ribocomutadores estão envolvidos 
até mesmo no controle do processamento alternativo (Cap. 14). Assim, por 
exemplo, em um caso descrito no fungo Neurospora crassa, três aptâmeros de 
TPP foram identificados, e dois deles inibiram, e o terceiro estimulou, a ex- 
pressão de genes por meio da regulação do processamento de RNA. 


RNAs como agentes de defesa em 
procariotos e arquebactérias 
Antes de abordar o papel dos RNAs reguladores em eucariotos, há outro sis- 


tema a ser considerado em bactérias. Embora ele não seja estritamente um 
exemplo de regulação gênica (é um sistema de defesa contra vírus e outros 
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FIGURA 20-4 Alterações da estru- 
tura secundária de um ribocomuta- 
dor sensor de SAM. As sequências das 
regiões 1 a 4 (descritas na Fig. 20-3) são 
aqui mostradas em detalhes e em diferen- 
tes cores. Os pareamentos de bases en- 
contrados nas duas estruturas secundárias 
alternativas — ou seja, com e sem SAM li- 
gado - estão mostrados. (Adaptada, com 
permissão, de Winkler W.C. et al, 2003. 
Nat. Struct. Biol. 10: 701-707, fig. 5b. © 
Macmillan.) 
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FIGURA 20-5 Ribocomutadores respondem a uma ampla gama de metabólitos. 
A estrutura secundária de sete ribocomutadores e os metabólitos aos quais eles são sensíveis 
são mostrados aqui. (Adaptada, com permissão, de Mandal M. et al, 2003. Cell 113: 577-586, 
Fig. 7A. O Elsevier.) 


invasores extracromossômicos), o mecanismo usado é bastante semelhante 
aos sistemas que serão encontrados em eucariotos, isto é, o RNAI. 


CRISPRs são o registro de infecções 
sobrevividas e resistência adquirida 


Anos antes de que qualquer função pudesse ser atribuída a eles, pequenos 
trechos de sequências incomuns mas caracteristicamente organizadas fo- 
ram observados nos genomas de várias bactérias. O padrão distinto levou ao 
nome bastante complicado de Repetições Palindrômicas Curtas Agrupadas e 
Regularmente Intercaladas (ou CRISPRs, Clustered Regularly Interspaced Short 
Palindromic Repeats). As características gerais estão apresentadas na Figura 20-6 
e consistem em sequências repetidas (cada uma com cerca de 30 pb e alta- 
mente conservadas em um dado agrupamento) intercaladas com sequências 
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Óperons biossintéticos de aminoácidos são controlados por atenuação 


Em E, coli, os cinco genes contiguos trp codificam enzimas 
que sintetizam o aminoácido triptofano. Esses genes só são 
expressos de maneira eficiente quando o triptofano está em 
concentração limitante (Fig. 1 deste quadro). Estes genes são 
controlados por um repressor, assim como os genes lac, em- 
bora, neste caso, seja a ausência de seu ligante (o triptofano) 
que alivie a repressão. 

O que é surpreendente, porém, é que depois de iniciar 
uma molécula de mRNA de trp, nem sempre a polimerase. 
completa todo o transcrito. Assim como nos ribocomutado- 
res, a decisão de produzir um transcrito completo é contro- 
lada por atenuação; neste caso, a maioria dos transcritos é 
prematuramente terminada, antes mesmo de incluírem o pri- 
meiro gene de trp (trpE). Contudo, a atenuação é superada 
se os níveis de triptofano forem baixos na célula; quando o 
triptofano é limitante, a polimerase não termina e, em vez 
disso, transcreve todos os genes trp. A ocorrência ou não 
de atenuação depende da habilidade de os RNAs formarem 
estruturas secundárias alternativas, assim como ocorre com 
os ribocomutadores. Neste caso, entretanto, a escolha entre 
estruturas alternativas formadas pelo RNA-líder não é contro- 
lada pela ligação do ligante diretamente ao RNA; em vez dis- 
so, a escolha de alternativas depende do acoplamento entre 
transcrição e tradução em bactérias. 

A sequência da extremidade 5' do mRNA do óperon trp 
inclui uma sequência-líder de 161 nucleotídeos a montante 
do primeiro códon de trpE (Fig. 2 deste quadro). Próximo ao 
fim dessa sequência-líder, e antes do trpE, existe um termi- 
nador de transcrição, constituído por uma alça em grampo 
caracteristica no RNA (formada pelas sequências das regiões. 
3 e 4 da Fig. 2 deste quadro), seguida por oito resíduos de 
uridina (ver Cap. 13, Fig. 13-13). A transcrição geralmente 
para após este terminador (e poderiamos pensar que a pa- 
rada deveria ser obrigatória) produzindo um RNA-líder com 
139 nucleotídeos. Esse RNA é produzido quando há altos ní- 
veis de triptofano. 

Três características da sequência-líder permitem que o 
terminador seja transposto pela RNA-polimerase quando a 
concentração celular de triptofano está baixa. Primeira, um 


segundo grampo (além do grampo de término) pode ser 
formado entre as regiões 1 e 2 do líder (ver Fig. 2 deste 
quadro). Segunda, a região 2 também é complementar à 
região 3; podendo, portanto, ser formado mais um grampo. 
com as regiões 2 e 3 e, quando isso ocorre, não há forma- 
são do grampo de término (3, 4). Terceira, o RNA do líder 
contém uma fase de leitura aberta que codifica um peque- 
no peptídeo-líder, com 14 aminoácidos, a qual é precedida 
por um forte sítio de ligação ao ribossomo (ver fig. 2 deste 
quadro). 

A sequência que codifica o peptídeo-líder tem uma ca- 
racteristica muito interessante: dois códons de triptofano em 
sequência. Quando a concentração de triptofano é baixa, há 
muito pouco tRNA de triptofano carregado disponível, e o ri- 
bossomo para ao chegar aos dois códons de triptofano. Nes- 
tas circunstâncias, o RNA nas proximidades dos códons de 
triptofano está no interior do ribossomo e não pode partici- 
par do grampo. A consequência desse cenário é apresentada. 
na Figura 3 deste quadro. 

Um ribossomo parado nos códons de triptofano 
(parte b) encobre a região 1, deixando a região 2 livre para 
parear com a região 3; portanto, o grampo de término (for- 
mado pelas regiões 3 e 4) não será formado e a transcrição 
não é atenuada. Por outro lado, se houver triptofano sufi- 
ciente (e, portanto, suficientes tRNAs carregados com Trp) 
para permitir o avanço do ribossomo por meio dos códons. 
de triptofano, o ribossomo bloqueia a sequência 2 e, durante 
este período, as regiões de RNA 3 e 4 estarão sendo produzi- 
das. Assim, o terminador forma-se, atenuando a transcrição, 
e os genes trp não são transcritos. 

O óperon trp é controlado por repressão e atenuação, 
fornecendo uma resposta de dois estágios à redução pro- 
gressivamente mais rigorosa dos níveis de triptofano. Con- 
tudo, a atenuação, por si, pode fornecer regulação robusta: 
outros óperons de aminoácidos, como leu e his, dependem 
totalmente da atenuação para seu controle. No caso da leuci- 
na, o peptideo-líder do óperon da leucina tem quatro códons 
de leucina adjacentes, e o peptídeo-líder do óperon da histi- 
dina contém sete códons de histidina em sequência. 
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QUADRO 20-1 FIGURA 1 


Óperon trp. O óperon do triptofano de E. coli, mostrando a relação do líder (ver texto) com os. 


genes estruturais que codificam as enzimas do Trp. Os produtos gênicos são a antranilato-sintetase (produto do trp£), a fosfor- 
ribosilantranilato-transferase (trpD), a fosforribosilantranilato-isomerase-indolglicerolfosfato-sintetase (trpC), a f-triptofano- 


-sintetase (trpB) e a c-triptofano-sintetase (trpA). 
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Quadro 20-1 (Continuação) 


181. polipeptideo do tpE 
| Met-Gin-Thr 


QUADRO 20-1 FIGURA 2 RNA-líder do operador de trp. Características da sequência nucleotídica do RNA-líder do 
óperon trp. 


QUADRO 20-1 FIGURA 3 Término da transcrição no atenuador de trp. O término da transcrição no atenuador do óperon trp 
é controlado pela disponibilidade de triptofano. A caixa em roxo mostra a região codificadora do peptideo-líder. (a) Condições de 
triptofano elevado: a sequência 3 pode parear com a sequência 4, formando um grampo de término de transcrição. (b) Condições. 
de triptofano reduzido: o ribossomo para nos códons de triptofano adjacentes, deixando a sequência 2 livre para pareamento com 
a sequência 3, impedindo a formação do grampo de término 3-4. (c) Ausência de sintese proteica: se nenhum ribossomo iniciar a 
tradução do peptídeo-líder AUG, o grampo é formado pelo pareamento das sequências 1 e 2, impedindo a formação do grampo 
2-3 e permitindo a formação do grampo de término com as sequências 3-4. As enzimas Trp não são expressas. 
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espaçadoras de comprimento semelhante mas com sequências altamente di- 
vergentes, Em uma das extremidades do arranjo está uma chamada sequência- 
-líder, geralmente rica em A-T e com cerca de 500 pb de comprimento. 

Estes agrupamentos não são raros — de fato, as CRISPRs foram encontra- 
das em metade de todos os genomas bacterianos sequenciados, e essencial- 
mente em todos os genomas de arquebactérias. Em muitos casos, há apenas 
um agrupamento por genoma, mas não é incomum haver mais, é o número 
pode chegar a 20 ou mais — e em um caso quase 400 foram detectados em 
uma espécie de Chloroflexus. Mas como eles surgem, e o que eles fazem? 

A primeira pista de sua origem velo da curiosa observação (um achado 
puramente de bioinformática) de que um número significativo de sequências 
espaçadoras eram idênticas a regiões de fagos ou plasmídeos conhecidos. Isso 
levou rapidamente à proposta de que estes arranjos estavam envolvidos em 
algum tipo de mecanismo de defesa contra a entrada de ácidos nucleicos es- 
tranhos na célula, 

O suporte experimental para este modelo veio quando células de bac- 
térias resistentes que surgiam em populações desafiadas com um dado fago 
apresentaram sequências espaçadoras incorporadas derivadas do fago. Da 
mesma maneira, à sensibilidade reduzida a um fago poderia ser conferida ou 
anulada pela adição ou remoção das sequências espaçadoras relevantes. Além 
disso, as bactérias tornavam-se mais resistentes à infecção por um dado fago 
à medida que adquiriam mais sequências espaçadoras deste fago. Mostrou-se 
também que os vírus recuperam a capacidade de infectar estas células previa- 
mente resistentes quando adquirem mutações nestas regiões de seus genomas 
que doaram -e, portanto, são complementares - às sequências espaçadoras. 

Um conjunto de genes codificadores de proteínas conservado está forte- 
mente associado às sequências CRISPR. Os dois membros mais altamente con- 
servados (cas] e cas2, significando CRISPR associated [associados a CRISPR]) 
são encontrados em todos os casos, mas outros genes cas, e genes mais distan- 
temente relacionados, são menos frequentes. Estes genes codificam proteínas 
envolvidas em diferentes aspectos da função de CRISPR, como será discutido 
adiante. Um exemplo da complexidade observada em alguns casos reais é 
apresentado na Figura 20-7. 
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FIGURA 20-6 A organização do 
locus CRISPR. As sequências repetidas 
conservadas e o espaçador variável estão 
indicados na parte superior. Na parte in- 
terior da figura, vê-se o arranjo destas se- 
quências (o número delas é extremamen- 
te variável); a sequência-lider proximal 
também é apresentada. (Adaptada, com 
permissão, de Karginov EV. e Hannon G.J. 
2010. Mol. Cell 37:7-19, Fig 1A,B, p. 8 
© Elsevier) 


FIGURA 20-7 A organização dos 
genes cas em três loci CRISPR. Os di- 
ferentes números, orientações e tipos 
de genes cas são mostrados em três loci 
CRISPR bem-estudados. Os genes cas 
centrais são mostrados em vermelho. 
As sequências repetida e espaçadora 
mostradas na Figura 20-6 estão aqui na 
extremidade à direita. (Adaptada, com 
permissão, de Karginov E. e Hannon G.J. 
2010. Mol. Cel 37; 7-19, Fig. 1C, p. 8. © 
Elsevier) 
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FIGURA 20-8 Mecanismo de 
aquisição de sequência espaçadora. 
Cada sequência espaçadora nova é inse- 
rida próxima à sequência-líder, resultando 
em um arranjo que é um registo tempo- 
ral de aquisições passadas. A sequência 
destinada a tornar-se uma espaçadora 
é, no genoma do fago, conhecida como 
“protoespaçadora” e é adjacente a uma 
sequência PAM, como descrito no texto. 
(Adaptada, com permissão, de Karginov 
FV. e Hannon GJ. 2010. Mol. Cell 37: 
7-19, Fig. 28, p. 10. O Elsevier) 


Sequências espaçadoras são adquiridas de vírus infectantes 


Como já descrito anteriormente, a aquisição de sequências espaçadoras de 
um dado fago por uma célula confere sensibilidade diminuída a infecções 
posteriores por este fago. O processo básico está apresentado na Figura 20-8. 
A sequência do vírus que irá se tornar um novo espaçador é chamada de pro- 
toespaçador e é encontrada próxima à sequência PAM (do inglês, proto-spacer 
adjacent motif [motivo adjacente ao protoespaçadot)). Quando um novo es- 
paçador é adicionado a um arranjo CRISPR, ele é incorporado à extremidade 
proximal, próximo à sequência-líder. 

Alguns dos genes cas codificam proteinas necessárias para o processo de 
aquisição. Assim, o mecanismo de defesa antiviral não é prejudicado por sua 
ausência, mas a célula não consegue adquirir resistência a novos vírus. Os 
produtos dos genes cas1, cas? e cas4 estão nesta categoria. Cas1 é uma inte- 
grase putativa, enquanto Cas2 é uma ribonuclease. Ao contrário de outras 
proteínas Cas, a Casé está envolvida na expressão e processamento do agru- 
pamento CRISPR e Cas3 está envolvida na interferência à infecção viral, 


Uma CRISPR é transcrita como um RNA simples longo, o 
qual é então processado em espécies de RNA mais curtas 
que desencadeiam a destruição de DNA ou RNA invasores 


A expressão de CRISPR de E. coli foi extensamente estudada. O promotor a 
partir do qual a expressão é iniciada está localizado na região-líder e gera um 
único transcrito de RNA chamado de pré-crRNA. No caso de E. coli, CRISPR 
está associada a oito genes cas, e os produtos de cinco deles formam um com- 
plexo chamado Cascade. Este complexo inclui uma subunidade que está im- 
plicada no processamento do longo transcrito em crRNASs individuais cur- 
tos, cada um deles tendo o comprimento de um espaçador e uma sequência 
repetida. Estes pequenos RNAs permanecem ligados ao complexo Cascade e 
o direcionam para os genomas de DNA de moléculas invasoras (Fig. 20-92). 

Cada crRNA contém oito nucleotídeos da repetição 5' seguidos pela re- 
gião espaçadora completa e a maior parte da próxima repetição. As seções de 
repetição incluídas no crRNA são chamadas de “alavancas” 5' e 3', respectiva- 
mente, e representam partes conservadas de cada crRNA, sendo consideradas 
as regiões que se ligam às subunidades do complexo Cascade. 

Em outros casos (p. ex., Pyrococcus furiosus), o processamento do 
pré-crRNA é realizado por uma enzima diferente (mas estruturalmente seme- 
lhante), e os crRNAS são ligados a um complexo proteico alternativo formado 
por um conjunto diferente de proteínas Cas. Neste caso, os crRNAs começam 
com as alavancas 5 e 3, mas a alavanca 3' é removida em um passo de pro- 
cessamento subsequente, Neste caso, o complexo crRNA-proteína é direciona- 
do contra RNA exógeno, em vez de DNA. 

Os mecanismos dos sistemas de E. coli e P. furiosus estão ilustrados na 
Figura 20-9. Adiante, será visto como estes se assemelham ao processo de 
RNAi observado em eucariotos, embora, em detalhes, operem de maneiras 
bastante diferentes. 


CAPÍTULO 20 RNAs Reguladores 


+ 


eo 


FIGURA 20-9 A operação antiviral dos loci CRISPR de E. coli e P furiosus. O sistema 
de E. coli (a) tem o DNA exógeno como alvo, enquanto o de P furiosus (b) tem o RNA como 
alvo. Embora semelhantes de várias maneiras, o mecanismo de processamento e a operação 
final dos dois sistemas são diferentes, como destacado no texto. Em a, o pré-crRNA é pro- 
cessado pela subunidade CasE do complexo Cascade (CasE é codificada pelo gene cse3 na 
Fig. 20-7). cRNA e Cascade são então dirigidos para, e divam, o DNA-alvo com auxilio de Cas3 
de maneira ainda não totalmente esclarecida. Em b, Cas6 (ver Fig. 20-7) processa o pré-crRNA, 
é este, unido a um complexo diferente de Cascade, age sobre o RNA vital com um mecanismo 
análogo ao sistema de RNAi de eucariotos. (Adaptada de Jore M.M. et al, 2012. Cold Spring 
Harb. Perspect. Biol. 4: 3003657, © Cold Spring Harbor Laboratory Press.) 


OS RNAs REGULADORES ESTÃO AMPLAMENTE 
DISTRIBUÍDOS EM EUCARIOTOS 


Os RNAs reguladores eucarióticos existem em múltiplas formas, caracteriza- 
dos por seu tamanho (“longo” ou “curto”), sua origem e os mecanismos pelos 
quais eles são gerados e regulam a expressão gênica. Hoje, se acredita que 
entre 30 e 70% dos genes em eucariotos complexos sejam regulados até certo 
ponto por RNAs, com papéis que vão desde o desenvolvimento (bem-estuda- 
do no nematódeo C. elegans e na planta Arabidopsis, descritos no Apêndice 1) 
até a homeostase celular e proteção das células contra vírus e transposons. 
Além disso, uma forma de regulação (RNA de interferência) foi adaptada para 
uso como uma poderosa ferramenta experimental para manipular a expressão 
gênica em vários organismos. 
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FIGURA 20-10 Geração de siRNAs 
e miRNAs, e seu modo de ação. O pro- 
cessamento de dsRNA para gerar siRNAs e 
pré-miANAs para a produção de miRNAs 
pela enzima Dicer. Outra enzima envol- 
vida apenas na geração de pré-miRNAs 
= Drosha — não está mostrada aqui, mas 
é descrita adiante, siRNAs e miRNAs di- 
recionam um complexo chamado RISC 
(do Inglês, RNA-induced silencing com- 
plex [complexo de silenciamento induzi- 
do por RNA)), para reprimir os genes de 
três modos. Este complexo ataca e digere 
MRNA com homologia ao siRNA; interfere 
na tradução desses mRNAs; ou direciona 
as enzimas modificadoras de cromatina 
para os promotores que promovem a ex- 
pressão desses mRNAs (Fig. 20-18). Ao 
recrutar uma RNA-polimerase RNA-de- 
pendente, os siRNAs podem gerar mi 
dsRNA como substrato para Dicer produ- 
zir mais siRNA. Esta é a etapa de "ampli 
ficação” mostrada à direita e em detalhes 
na Figura 20-11. (Adaptada, com permis- 
são, de Hannon G.J. 2002. Nature 418: 
244-251, Fig. 5. © Macmillan) 


Começaremos esta seção olhando os vários pequenos reguladores RNAs 
curtos de RNA, e retornaremos a espécies mais longas no fim do capítulo. 

Vários tipos de RNAs muito curtos reprimem, ou silenciam, a expressão 
de genes com homologia a estas sequências curtas de RNA. Dependendo da 
origem e do contexto, estes RNAs atuam inibindo a tradução do mRNA, des- 
truindo o mRNA, ou mesmo silenciando a transcrição a partir do promotor 
que dirige a expressão do mRNA. Conforme será descrito adiante, estes RNAS 
curtos são geralmente produzidos por enzimas especiais a partir de RNAs de 
dupla-fita (dsRNAs) mais longos, de várias origens. 


Pequenos RNAs que silenciam genes são produzidos 
a partir de uma variedade de fontes e dirigem o 
silenciamento de genes de três formas diferentes 


Antes de descrever os aspectos da produção e função destes curtos RNAs silen- 
ciadores em mais detalhes, será fornecida uma visão geral de como este tipo 
de silenciamento funciona (ilustrado na Fig. 20-10). 

Os pequenos RNAs possuem nomes diferentes dependendo de sua ori- 
gem. Os gerados a partir de precursores de dsRNA, artificilmente ou in vivo, são 
chamados de pequenos RNAs de interferência (siRNAs, small interfering 
RNAs). Outro grupo de RNAs reguladores é o de microRNAs (miRNAs). Es- 
tes miRNAs são derivados de RNAs precursores que são codificados por genes 
expressos em células nas quais estes miRNAs possuem funções reguladoras 
específicas. Uma terceira classe de RNAs reguladores curtos são os RNAs de 
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interação com piwi (piRNASs, piwi-interaction RNAs), que são expressos 
predominantemente na linhagem germinativa e possuem características dis- 
tintas das de miRNAs. 

siRNAs e miRNAs são gerados a partir de moléculas de RNA mais longas 
pela enzima Dicer, uma enzima semelhante à RNase III que reconhece e 
digere dsRNAs mais longos ou estruturas de haste-alça formadas por precur- 
sores de miRNA (ver discussão posterior). Os produtos de siRNA e miRNA 
possuem normalmente 21 a 23 nucleotídeos; sua produção está mostrada 
na etapa estimulada por Dicer no topo da Figura 20-10. Os piRNAs (que pos- 
suem 24 a 34 nucleotídeos) são derivados de uma forma que não envolve 
um precursor de dsRNA. Em vez disso, os piRNAs são gerados pelo proces- 
samento de transcritos longos de fita simples que abrangem os chamados 
agrupamentos de piRNA encontrados no genoma. Este processamento não 
necessita de Dicer. 

Estes pequenos RNAs inibem a expressão de genes-alvo homólogos de 
três formas: eles desencadeiam a destruição do mRNA codificado pelo gene- 
-alvo, eles inibem a tradução do mRNA ou eles induzem modificações da 
cromatina no gene-alvo e, assim, silenciam sua transcrição. Notavelmente, 
qualquer que seja a via empregada em determinado caso, grande parte da 
maquinaria necessária é a mesma. Esta maquinaria inclui um complexo cha- 
mado complexo de silenciamento induzido pelo RNA (RISC, RNA- 
-induced silencing complex). Um RISC contém, além do pequeno RNA, várias 
proteínas incluindo um membro da família Argonauta. 

O pequeno RNA deve ser desnaturado para originar um RNA-guia - a 
fita que fornece ao RISC especificidade, como será visto - e um RNA passa- 
geiro, que é geralmente descartado. O complexo resultante, o RISC madu- 
ro, é então dirigido para RNAs-alvo contendo sequências complementares ao 
RNA-guia. Estes RNAs-alvo são degradados ou sua tradução é inibida. Normal- 
mente, a escolha depende em parte do grau de complementaridade entre o 
RNA-guia e o mRNA-alvo: se as sequências forem altamente complementares 
(como geralmente ocorre com os siRNAs), o alvo é degradado; se a correspon- 
dência não for tão boa (i.e., se houver vários malpareamentos de bases, como 
geralmente ocorre com os miRNAs), a resposta é, na maior parte das vezes, a 
inibição da tradução. Nos casos em que o RNA-alvo é degradado, a Argonauta 
é a subunidade catalítica que realiza a clivagem inicial do mRNA; por este 
motivo, a Argonauta é frequentemente chamada de Slicer (“fatiador”) e a 
clivagem do mRNA, de slicing (“fatiamento". 

Um RISC pode também ser direcionado para o núcleo, onde recruta ou- 
tras proteínas que modificam a cromatina em torno do promotor do gene 
complementar ao RNA-guia (mostrado à esquerda na Fig. 20-10). Essa modi- 
ficação resulta no silenciamento da transcrição (Cap. 19). O estabelecimento 
de silenciamento nas regiões centroméricas da levedura Schizosaccharomyces 
pombe, por exemplo, necessita da maquinaria de RNAI, conforme será visto 
adiante. 

Uma distinção que vale fazer entre miRNAs e siRNAs é que os primeiros 
atuam como reguladores em trans tradicionais: eles são codificados por um 
gene mas atuam sobre outros (como os sRNAs encontrados em sistemas bac- 
terianos). Ao contrário, os siRNAs são normalmente gerados por transcritos 
das regiões nas quais atuam (formalmente como os RNAs antissenso descritos 
em bactérias) e são, portanto, descritos como atuando em cis. 

Outra característica importante no silenciamento por RNAi é a sua extre- 
ma eficiência. Quantidades muito pequenas de dsRNA são suficientes para 
induzir um quase completo desligamento dos genes-alvo. Um fator adicional 
à eficiência poderia ser a atuação de uma RNA-polimerase RNA-depen- 
dente (RARP, RNA-dependent RNA polymerase), uma enzima adicional ne- 
cessária em muitos casos de RNAI, incluindo o silenciamento centromérico 
em leveduras. Esta polimerase pode amplificar o sinal inibidor: a RARP gera 
dsRNA após ser recrutada para o mRNA pelo siRNA original (como indicado 
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FIGURA 20-11 Amplificação do 
sinal de siRNA por RdRP. Como mos- 
trado na Figura 20-10, o sinal de SANA 
pode ser amplificado, gerando mais 
dsRNA para que Dicer processe em mais 
SIRNAS. Isso é alcançado pelo recrutamen- 
to de uma RNA-polimerase dependente 
de RNA, pelo complexo siRNA-RISC, para 
o RNA-alvo, e siRNA atua como iniciador 
para que esta enzima transforme o alvo 
em dsRNA, que pode então, ele mesmo, 
ser processado por Dicer. As RHRPs são 
encontradas em plantas, vermes e na 
levedura Schizosaccharomyces pombe 
(Saccharomyces cerevisiae não possui a 
maquinaria de RNAI), e a importância 
desta etapa de amplificação será vista no 
caso do silenciamento do centrômero de 
S. pombe (Fig. 20-18), 
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à direita na Fig. 20-10 e mostrado em detalhes na Fig. 20-11). Este processo 
de retroalimentação gera grandes quantidades de siRNA. A RdRP ainda não 
foi identificada em células de mamíferos, e sua alta eficiência provavelmente 
resulta do fato de que o fatiamento (ou slicing) é catalítico — isto é, cada RISC 
pode clivar vários mRNAs. 

Assim, embora na primeira seção deste capítulo tenham sido vistos exem- 
plos de pequenos RNAs regulando a expressão gênica em bactérias, os meca- 
nismos de produção e atuação destes RNAs em eucariotos é bastante diferente. 


SÍNTESE E FUNÇÃO DAS MOLÉCULAS DE miRNA 


Os miRNAs possuem uma estrutura característica que 
ajuda na sua identificação e na de seus genes-alvo 


Conforme mencionado anteriormente, os miRNAS estão codificados no ge- 
noma como segmentos de transcritos mais longos. Sua estrutura caracterís- 
tica ajuda na sua identificação e na predição dos genes-alvo que eles podem 
regular. 

A forma funcional de um miRNA é normalmente entre 21 ou 22 nucleotí- 
deos (ela pode variar de 19 a 25 nucleotídeos). Estes RNAs curtos são gerados 
por duas reações de clivagem a partir de um transcrito de RNA mais longo 
(chamado de pri-miRNA, de “primário”) que possui uma estrutura secundária 
em formato de grampo. A primeira clivagem libera a haste-alça, chamada de 
pré-miRNA; a segunda gera o miRNA maduro a partir do pré-miRNA. Um 
dos primeiros e mais bem caracterizados miRNAs a ser identificado é o let-7, 
que regula o desenvolvimento na transição de larva para adulto no verme 
C. elegans (ver Apêndice 1). As estruturas dos pré-miRNAs para let-7 e alguns 
outros miRNAs naturais estão representadas na Figura 20-12. 

Inicialmente, pensava-se que um “braço” da estrutura de haste-alça 
do pré-miRNA seria o miRNA regulador. Porém, numerosos exemplos fo- 
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ram identificados nos quais ambos os braços da estrutura dão origem aos 
miRNAs funcionais, cada um deles com seu próprio conjunto de genes-alvo 
(nestes casos, os dois miRNAs são vermelho e azul na Fig. 20-12). Atual- 
mente, considera-se que a produção de miRNAs a partir de ambos os braços 
é algo comum. Os pré-miRNAs podem ser codificados por qualquer parte 
de um transcrito: ou seja, eles podem estar em regiões codificadoras, em 
regiões-líder, ou em íntrons (Fig. 20-13). 

A estrutura secundária característica de um transcrito primário portando 
um miRNA (pri-miRNA) tornou possível predizer sua presença com base no 
dobramento calculado da estrutura secundária da sequência de RNA. Além 
disso, em muitos casos, candidatos para os genes-alvo regulados podem tam- 
bém ser preditos, porque o silenciamento depende da complementaridade de 
sequência entre o alvo e o miRNA maduro. O pareamento de bases entre miR- 
NA e o RNA-alvo é iniciado por interações dos chamados resíduos-semente — 
em geral, a sequência entre as bases 2 e 9 do miRNA de 22 nucleotídeos. Esta 
é a região de maior complementaridade e, assim, é a região mais útil na iden- 
tificação de genes-alvo. Obviamente, estabelecer que um miRNA realmente 
existe requer que sua presença seja detectada em células (p. ex., por northern 
blot) e que a expressão gênica a partir dos mRNAs-alvo seja afetada por sua 
presença. 

As duas reações de clivagem necessárias para gerar o miRNA a partir des- 
tes transcritos primários são mediadas por duas RNases distintas. Uma de- 
las é Dicer, que já introduzimos e que também é necessária na geração de 
siRNAs. A outra, especificamente necessária para o processamento de miRNA, 
é Drosha. Uma característica destas enzimas é que elas reconhecem e clivam 
RNAs com base na estrutura de seus substratos, em vez de sua sequência es- 
pecífica. Agora a atenção será voltada para como estas enzimas funcionam. 
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FIGURA 20-12 Estrutura de al- 
guns pré-miRNAs antes do proces- 
samento para gerar os miRNAs ma- 
duros. As sequências em vermelho são 
miRNAs. Em alguns casos, ambos os 
“braços” de uma haste-alça podem ge- 
rar um miRNA funcional. Nestes casos, 
o segundo miRNA é mostrado em azul - 
por exemplo, miR-1 (vermelho) e miR-1* 
(azul), bem como em miR-34 (vermelho) e 
miR-34* (azul). Os miRNAs mostrados são 
todos de verme. lin-4 e let-7 foram ge- 
neticamente identificados; os chamados 
de miR foram encontrados por bioinfor- 
mática. (Modificada, com permissão, de 
Lim LP et al, 2003. Genes Dev. 17: 991, 
Fig. 6. © Cold Spring Harbor Laboratory 
Press.) 
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FIGURA 20-13 0s miRNAs são co- 
dificados em introns e éxons do RNA. 
As sequências intrônicas estão mostradas 
em verde-claro. Os códons de início e têr- 
mino estão indicados em verde-imão e 
cor-de-rosa, respectivamente, 


pré-miRNA na região codificadora 
pola) 
(AAUARA) 
caps AAAA, 
códon de ‘codon de 
inicio término 


pré-miRNA em região não codificadora 
caps o A 
pré-miRNA em intron de pré-mRNA codificador de proteina ti 

caps AAAA, 
pré-miRNA em intron de RNA não codificador Rg 

cap5' AAAA, 


Um miRNA ativo é gerado por meio de um 
processamento nucleolítico de duas etapas 


A primeira etapa é realizada pela enzima Drosha, membro da família de enzi- 
mas da RNase III. Drosha realiza duas clivagens que cortam a região da haste- 
-alça do RNA (pré-miRNA) do transcrito primário de RNA (pri-miRNA). Esta 
enzima atua junto com uma proteína de subunidade de especificidade es- 
sencial (chamada Pasha em alguns organismos e DGCR8 em outros) e, jun- 
tas, estas duas proteínas formam um complexo Microprocessador ativo. 
O pré-miRNA gerado por Drosha possuí geralmente de 65 a 70 nucleotídeos. 
Drosha reside no núcleo da célula, e o evento de clivagem catalisado por ela 
ocorre neste compartimento celular. 

A haste pareada no pri-miRNA possui normalmente cerca de 33 pb (três vol- 
tas de hélice de dsRNA) e contém apenas alguns malpareamentos (Fig. 20-14). 
No “topo” da haste, há uma alça de tamanho variável (em geral, relativamente 
grande, com cerca de 10 nucleotídeos); a sequência desta região da alça não 
é crucial para as reações de processamento. É importante notar que, para o 
processamento por Drosha, um RNA de fita simples (ssRNA), desprovido de 
estrutura secundária significativa, é necessário no flanqueamento de cada ex- 
tremidade (5' e 3') da haste-alça. As junções ssRNA-dsRNA são responsáveis por 
determinar, em grande parte, a especificidade de clivagem de Drosha. 

A região da haste pode ser dividida em dois segmentos funcionais: uma 
haste inferior, com cerca de 11 pb, e uma haste superior, com cerca de 22 pb 
(Fig. 20-15). Drosha cliva a 11 pb de distância das junções dsRNA-sSRNA, ou 
seja, entre as hastes inferior e superior no pri-miRNA. Portanto, as duas cli- 
vagens geram o pré-miRNA com cerca de 65 nucleotídeos, composto pelos 
22 pb (duas voltas de hélice) de dsRNA e a alça superior. As enzimas da família 


CAPÍTULO 20 RNAs Reguladores 717 


segmentos — haste inferior haste superior aka 
basais (em pb) (722 pb) terminal 


FIGURA 20-14 Visão geral da estrutura do pri-RNA mostrando os sítios de cliva- 
gem de Dicer e Drosha. A região em vermelho torna-se o miRNA maduro. Observa-se que os 
segmentos basais devem ser de fita simples para o reconhecimento adequado pelo complexo 
Drosha. 


da RNase III são específicas para dsRNA e o clivam de maneira a deixar um 
trecho de dois nucleotídeos livres nas extremidades 3' do produto de dsRNA. 
Este trecho 3' não pareado é importante para o reconhecimento desta molé- 
cula de RNA pela próxima enzima da via, Dicer. 


Dicer é a segunda enzima de clivagem de RNA 
envolvida na produção de miRNA e a única 
necessária para a produção de siRNA 


O pré-miRNA liberado por Drosha é exportado para o citoplasma, onde a 
segunda reação de clivagem do RNA, realizada por Dicer, acontece. Assim 
como ocorre com Drosha, Dicer seleciona seus sítios de clivagem usando um 
mecanismo de medida, em vez de um mecanismo sequência-específico. Uma 
estrutura de alta resolução de Dicer fornece uma ideia de como isso provavel- 
mente acontece. 

Dicer é construída por três módulos: dois domínios de RNase III e um 
domínio de ligação a dsRNA chamado de domínio PAZ (que tem este nome 
devido a três proteinas que contêm este domínio: Piwi, Argonauta e Zwille). 

A Figura 20-16a mostra um desenho com a organização da proteína Dicer 
e como se acredita que ela interaja com a molécula de dsRNA. No painel in- 
ferlor, Figura 20-16b, é apresentada a estrutura de Dicer, modelada com um 
substrato de RNA. A proteína possui o formato de uma machadinha. O domí- 
nio PAZ está na parte inferior do cabo, onde forma um bolso de ligação para a 
extremidade 3' do substrato de dsRNA. O cabo da machadinha é formado por 
um domínio de conexão e contém uma superfície de ligação positivamente 
carregada para a molécula de RNA. A região superior, a “lâmina”, compreende 
os dois domínios de RNase, arranjados em um dimero simétrico. Cada domí- 
nio de RNase carrega um sítio ativo e é responsável pela clivagem de uma das 
duas fitas do substrato de RNA. Portanto, Dicer irá atuar em qualquer dsRNA, 
independentemente de sua sequência, e irá clivar esta molécula a 22 nucleo- 
tídeos de sua extremidade. O domínio PAZ ancora a extremidade 3' terminal 
do substrato de RNA para posicionar os sítios ativos da enzima a cerca de 22 
nucleotídeos de distância como se fosse uma régua (ver Fig. 20-16). De fato, 
a ocorrência de domínios PAZ de diferentes tamanhos está correlacionada 
com os diferentes tamanhos dos produtos de Dicer encontrados em diferentes 
organismos. 

Como visto, apenas os miRNAs são produzidos a partir de grandes pre- 
cursores em formato de grampo. Ao contrário, o RNA precursor para a via de 
siRNA é um dsRNA mais longo. Como consequência deste substrato inicial 
diferente, Drosha não é necessária para a geração de siRNAs. A clivagem por 
Dicer ainda é necessária, no entanto, e gera novamente um RNA com 21 a 22 
nucleotídeos adequado para incorporação no RISC. Em plantas, até mesmo 
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FIGURA 20-15 Reconhecimento 
e clivagem de pri-miRNA pelo com- 
plexo Microprocessador. Três fragmen- 
tos são gerados por clivagem, marcados 
como F1, F2 (pré-miRNA) e F3. 
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a modelo de Dicer 
(Giardia 
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FIGURA 20-16 Estrutura e organi- 
zação de Dicer. (a) O esquema mostra 
a organização de Dicer. (b) A estrutura 
de Dicer modelada com dsRNA revela 
como o comprimento é medido. A pro- 
teina é mostrada em cinza, com os sítios 
ativos da nuclease indicados por esteras 
vermelhas (e como pontos pretos na par- 
te a). O RNA está em verde. A estrutura 
mostrada contém apenas os domínios 
de RNase Ill e PAZ. A proteina Dicer tam- 
bém contém ATPase e outros domínios. 
(b, MacRae |.J. et al. 2006. Science 311: 
195-198. Código PDB: 2FFL; observa-se 
que o RNA foi modelado na estrutura e 
não era parte da estrutura cristalográfica.) 
Imagem preparada com MolScript, Bobs- 
cript e Raster3D. 


os miRNAs são gerados apenas por Dicer; apesar de não estar claro como elas 
conseguem abrir mão da ação anterior de Drosha. 


SILENCIAMENTO DA EXPRESSÃO 
GÊNICA POR PEQUENOS RNAs 


Até o momento, vimos como os pequenos RNAs são gerados a partir de pre- 
cursores de RNA de dupla-fita ou miRNA. Agora, a atenção é voltada para 
como estes pequenos RNAs silenciam a expressão de seus genes-alvo. 


A incorporação de uma fita de RNA-guia no RISC torna o 
complexo maduro, pronto para silenciar a expressão gênica 


A ação de Dicer gera a pequena molécula de RNA que irá determinar em que 
RNA-alvo irá atuar. A forma ativa do RNA regulador é de fita simples — neste 
estágio, chamado de RNA-guia - incorporado no complexo proteico RISC. 
Neste complexo, a fita de RNA-guia recruta RISC para um RNA-alvo. Argu- 
menta-se que o comprimento de 22 nucleotídeos é longo o suficiente para 
especificar uma única sequência-alvo nos grandes genomas de eucariotos 
complexos usando o pareamento de bases RNA-RNA. 

O componente central de RISC é uma proteina chamada Argonauta, 
que é, em muitos casos, uma enzima de clivagem de RNA. O mecanismo mais 
bem compreendido de silenciamento gênico é a clivagem (ou fatiamento 
[slicing]) do mRNA-alvo mediado por RISC. Entretanto, muitos organismos 
possuem múltiplos membros da família de proteínas Argonauta. Por exem- 
plo, há oito Argonautas diferentes em seres humanos, mas nem todas elas, 
quando incorporadas em um complexo RISC, possuem atividade de fatia- 
dor. RISCs que contêm outras Argonautas devem silenciar a expressão gênica 
usando mecanismos independentes de fatiamento, como a repressão da tra- 
dução. Os piRNAs encontrados anteriormente, que não são gerados por Dicer, 
ainda assim se ligam a uma proteína relacionada a Argonauta, chamada PIWI, 
em um complexo semelhante ao RISC. 

A geração do RISC ativo e o slicing, sob a orientação de um siRNA, ocorre 
da seguinte maneira. O dsRNA curto gerado pela Dicer é incorporado ao RISC, 
onde é desnaturado para fornecer as fitas-guia e passageira (que é descartada). 
O RISC resultante — chamado de RISC maduro — com seu RNA-guia de fita 
simples está agora pronto para reconhecer e fatiar o mRNA-alvo. 

Como visto com Dicer, a estrutura de uma proteína Argonauta fornece 
um quadro para a compreensão do mecanismo de reconhecimento de RNA- 
-alvo e clivagem por RISC (Fig. 20-17). Como Dicer, Argonauta possui um 
domínio PAZ e um domínio de RNase. O domínio PAZ reconhece especifica- 
mente a extremidade 3' do RNA-guia. O RNA-guia ligado é pareado ao RNA- 
-alvo, e a arquitetura do complexo é tal que esta ligação posiciona o sítio ativo 
do domínio de RNase de maneira adequada para clivar a fita do RNA-alvo. A 
clivagem ocorre quase no meio do dúplex de RNA-guia-RNA-alvo, entre o 10º 
eo 11° nucleotídeos a partir da extremidade 5’ do RNA-guia. 

Como já foi mencionado, em alguns casos, o RISC maduro pode inibir 
a tradução em vez de fatiar o mRNA e, de fato, é assim que a maioria dos 
miRNAs parece atuar. 

O mecanismo desta repressão traducional ainda está sob investigação, e 
há grande debate sobre a ordem dos eventos. Assim, embora a tradução seja 
certamente inibida, o mRNA também sofre declínio. Portanto, é difícil provar 
qual é a causa e qual é a consequência: se houver decaimento ou degradação do 
mRNA, não haverá, obviamente, tradução; da mesma maneira, quando a tradu- 
ção de um mRNA é inibida (por qualquer mecanismo), a célula tende a destruir 
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FIGURA 20-17 Estrutura de Argonauta, mostrando as regiões de ligação ao RNA 
e um domínio semelhante à nuclease RNase H. (3) Estrutura cnstalográfica de Argonauta. 
Os domínios foram coloridos como na parte b, com o domínio em azul sendo a parte amino- 
terminal da proteína, e o domínio verde, no meio. (b) Ilustração dos domínios de Argonauta. 
A seta mostra o sitio ativo da RNase posicionado para clivar no meio da região pareada entre 
o pequeno RNA e mRNA. (a,b, Adaptadas, com permissão, de Song JJ. et al 2004. Science 
305: 1434-1437, Fig. 4C. Código PDB: Iu04. © AAAS) Imagens preparadas com MolScript, 
BobScript e Raster3D. 


esta molécula de mRNA. De qualquer forma, isso é diferente do mecanismo de 
fatiamento ativo desencadeado pelos siRNAs, descrito anteriormente. 

O início da tradução é um mecanismo elaborado envolvendo uma série 
de fatores (ver Cap. 15) e permitindo muitas oportunidades para interferên- 
cia. Qualquer que seja o mecanismo de inibição da tradução, parece que os 
miRNAs levam, em alguns casos, ao sequestro do mRNA nos chamados cor- 
púsculos de processamento (corpúsculos P) no citoplasma, onde a tradução 
é reprimida. 


Pequenos RNAs podem silenciar genes 
em nível transcricional pela coordenação 
de modificações na cromatina 


Vimos agora como miRNAs e siRNAs podem silenciar genes pela inibição da 
tradução de mRNAs-alvo ou pela sua destruição. RNAs reguladores também 
podem atuar em nível de transcrição, desligando a expressão de genes-alvo 
pela modificação de histonas no promotor. Este mecanismo foi mais extensi- 
vamente estudado no silenciamento centromérico da levedura S. pombe. 

No Capítulo 19, observou-se que, em leveduras, os genes posicionados 
em certas regiões do genoma são normalmente silenciados. No caso descrito 
em detalhes naquele capítulo, genes posicionados próximos aos telômeros 
em Saccharomyces cerevisiae foram silenciados. Genes no locus de tipo acasa- 
lante desta levedura e de S. pombe também são silenciados. Em S. pombe, os 
centrômeros são outra região silenciada do genoma. Em ambos os organis- 
mos, o silenciamento envolve modificações de histonas. Mas ao contrário 
dos casos de silenciamento em S. cerevisiae, desprovida de uma maquinaria de 
RNAI, o silenciamento centromérico em S. pombe necessita desta via. 

Os centrômeros de S. pombe possuem uma organização de sequência 
mais semelhante à de eucariotos superiores (p. ex., moscas e seres humanos) 
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do que à de S. cerevisiae (ver Cap. 8, Fig. 8-8). Cada centrômero possui uma 
região central, de sequências bastante características, flanqueada por uma 
série de repetições comuns a todos os centrômeros. As repetições são impor- 
tantes para a função, e contribuem para a formação da heterocromatina e 
para o silenciamento transcricional associado com a região, como será visto 
adiante. As histonas na heterocromatina possuem marcadores de repressão: 
baixos níveis de acetilação e metilação na lisina-9 da cauda da histona H3 
(H3K9). 

S. pombe possui apenas um único gene para cada um dos principais com- 
ponentes da via de RNAI — Dicer e Argonauta. Organismos mais complexos 
possuem múltiplos genes para Dicer e Argonauta, com funções parcialmente 
redundantes, tornando mais difícil a manipulação genética desta via, Além 
disso, ao contrário da situação em moscas e vermes, a perda da via de RNAI 
não é letal para S. pombe, embora isso prejudique o crescimento das células 
ao, por exemplo, perturbar a segregação cromossômica. Foi surpreendente, 
no entanto, descobrir que a perda de qualquer um dos componentes da via de 
RNAi levava à perda da metilação da histona H3K9 e à perda do silenciamen- 
to gênico nos centrômeros, sobretudo porque este silenciamento era reconhe- 
cidamente transcricional. Até esta descoberta, pensava-se que o RNAI atuava 
apenas pós-transcricionalmente. 

O ponto-chave para entender este silenciamento transcricional parece ser 
as próprias repetições centroméricas; estes elementos de sequência são trans- 
critos a partir de ambas as fitas pela RNA-polimerase II, produzindo transcri- 
tos complementares que podem hibridizar para formar dsRNAs — processo 
que é amplificado por RdRP (como se viu na Fig. 20-11). Os RNAs, por sua 
vez, sofrem a ação da maquinaria de RNAI para gerar siRNAs que, de alguma 
forma — que ainda permanece desconhecida - dirigem um complexo seme- 
lhante ao RISC contendo Argonauta (chamado de complexo de silenciamen- 
to transcricional induzido por RNA [RITS, RNA-induced transcriptional silen- 
cing]) para os centrômeros. Os siRNAs poderiam, teoricamente, fazer isso pelo 
reconhecimento do DNA nos centrômeros, por meio do pareamento de bases 
sequência-específico diretamente com o molde de DNA. Todavia, mais pro- 
váveis são modelos nos quais os siRNAs recrutam RITS para transcritos presos 
ao centrômero pela RNA-polimerase II. O recrutamento resulta no fatiamento 
dos transcritos centroméricos, que, por sua vez, é necessário para alastrar o 
aparato de modificação de histonas ao longo do centrômero (Fig. 20-18). Por- 
tanto, a própria transcrição pode alastrar o silenciamento quando os transcri- 
tos são alvos do RNAI. 

Como foi mencionado anteriormente, os loci de tipo acasalante de 
S. pombe são também transcricionalmente silenciados, e aqui o silenciamen- 
to não é perdido em linhagens mutantes defectivas para RNAI. Acredita-se 
que o RNAI atue também neste caso, mas apenas no estabelecimento ini- 
cial do estado de silenciamento — ele não é necessário para a manutenção 
do silenciamento uma vez que este estiver estabelecido. Outros mecanismos 
baseados em proteínas mantêm o estado reprimido — assim como o fazem em 
S. cerevisiae (Cap. 19). Acredita-se também que o RNAI possua um papel no 
silenciamento da heterocromatina de outros organismos, abrangendo desde 
moscas até plantas. O silenciamento da transcrição indesejada de transposons 
também parece ser mediado por RNA, como descrevemos a seguir. 

Uma série fascinante de observações e experimentos levou ao conheci- 
mento atual sobre pequenos RNAs reguladores em eucariotos. Estes iniciaram 
no fim da década de 1980 com os resultados aparentemente incompreensí- 
veis de tentativas de superexpressar genes de pigmentos em petúnias (para 
torná-las roxo mais profundo, mas resultando em flores brancas). Depois 
disso, houve a descoberta dos genes reguladores de vermes cujos produtos 
mostraram ser miRNAs e, então, experimentos mostrando que a introdução 
de dsRNAs em vermes silenciava a expressão de genes complementares. Esta 
história é descrita no Quadro 20-2, Descoberta de miRNAs e RNAi. 
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O RNAI é um mecanismo de defesa que 
protege contra vírus e transposons 


A maquinaria de RNAi está bastante difundida em eucariotos, embora não 
seja onipresente. Ela não ocorre em S. cerevisiae, por exemplo, como acaba- 
mos de ver. Acredita-se, no entanto, que pelo menos o sistema básico existia 
no ancestral comum mais recente a todos os eucariotos mas foi subsequente- 
mente perdido em algumas linhagens. 

Mas o que faz o RNAI, biologicamente? Existem os miRNAs, é claro - e 
a maquinaria de RNAI é necessária para produzir e usar estes reguladores — 
mas alguns organismos possuem a maquinaria de RNAi e nenhum miRNA 
(incluindo S. pombe). De fato, acredita-se que os miRNAs evoluíram para tirar 
proveito da existência da maquinaria de RNAi em vez de serem a razão pela 
qual a maquinaria existe. Uma função antiga que a maquinaria de RNAi pode 
tertido (e ainda tem) é a proteção dos organismos contra transposons e vírus. 

Anteriormente, foi descrito o sistema CRISPR-cas em bactérias 
(ver Fig. 20-9). Neste caso, sequências de DNA derivadas de material exógeno 
(fago ou plasmídeos) são acumuladas em regiões do genoma que podem ser 
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FIGURA 20-18 Modelo para o re- 
crutamento de RITS e o silenciamen- 
to dos centrômeros. No topo, estão 
mostrados os nucieossomos em torno das 
sequências repetidas em um centrôme- 
rode S. pombe. As sequências repetidas 
(cen DNA) são transcritas pela RNA-poli- 
merase Il, gerando dsRNA que é substrato 
para Dicer. Os siRNAs produzidos desta 
maneira são carregados no complexo RITS 
contendo Argonauta. Como mostrado no 
centro, o complexo RITS contendo siRNA 
é recrutado para os transcritos ligados à 
Pol Il sendo gerados pela transcrição con- 
tinuada das repetições centroméricas, 
por meio da complementaridade entre o 
SANA e o transcrito, Então, este complexo 
recruta alguns outros complexos: RDRC, 
que permite a produção de mais dsRNA 
por RdRP (ver Fig. 20-11), e Cir4 e Swi6, 
que modificam localmente os nucleos- 
somos adicionando marcas de siencia- 
mento H3K9. Outra subunidade de RITS, 
Chp1, contém um cromodomínio (Cap, 8, 
Fig. 8-41), que, ao ligar-se aos nucicosso- 
mos metilados, provavelmente estabiliza a 
ligação de RITS. Embora não representado 
na figura, o "fatiamento” dos transcritos 
por Argonauta (no interior do RITS) gera 
substratos de RNA para RARP, que sinte- 
tiza uma fita complementar e gera mais 
substrato para Dicer. Este processo é ne- 
cessário para a modificação do nucleos- 
somo — e, assim, a região silenciada seja 
espalhada, (Redesenhada, com permis- 
são, de Martienssen R. e Moazed D. 2007, 
Epigenetics led. D. Allis et al.) p. 157, 
Fig. 4. © Cold Spring Harbor Laboratory 
Press) 
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EXPERIMENTOS-CHAVE 


Quadro 20-2 Descoberta de miRNAs e RNAI 


Em 1989, Richard Jorgensen, que trabalhava na empresa de 
biotecnologia Advanced Genetic Sciences em Oakland, Cali- 
fórnia, estava tentando gerar petúnias com flores de cor roxa 
mais profunda do que as linhagens existentes. A estratégia 
parecia simples: ele iria introduzir nas plantas uma cópia ex- 
tra do gene de pigmento (que codifica a chalcona sintase) 
sob o controle de um promotor forte. Estas plantas iriam 
produzir mais chalcona sintase e as flores seriam mais roxas. 
O que ele conseguiu, na verdade, foi plantas com graus 
riados de flores mais pálidas, muitas malhadas - com regiões 
roxas e brancas - e até mesmo algumas completamente 
brancas (Fig. 1 deste quadro). 

Embora decepcionantes, estes resultados foram intri- 
gantes, Na tentativa de entender o que estava acontecendo, 
Jorgensen revelou várias características do fenômeno, cha- 
mado de cossupressão (porque tanto a expressão do trans- 
gene quanto a do gene endógeno era reprimida). Quanto 
maior a expressão do transgene, menor o nivel de chalcona 
sintase; isso era válido quando a expressão aumentada resul- 
tava de múltiplas cópias do transgene ou do uso de promoto- 
res mais fortes dirigindo o transgene. Observou-se também 
que algumas plantas possuíam padrões variegados de pig- 
mentação, e que diferentes padrões de variegação podiam 
ser encontrados em diferentes flores na mesma planta. Às 
vezes, estes padrões eram herdados, mas, em outras oca- 
sides, eram aparentemente alterados ao acaso. Estas obser- 
vações sugeriram a Jorgensen e outros (particularmente Mar- 
Jori Matzke, que também estava investigando este fenômeno) 
que eles estavam lidando com um fenômeno epigenético. 

Outros pesquisadores estavam tentando tornar plantas 
resistentes à infecção viral, Para isso, uma abordagem consis- 
tia em superexpressar em plantas um derivado dominante- 
-negativo de um fator de replicação viral comum: esperava-se 
que esta proteina fosse bloquear a replicação de qualquer 
virus infectante que usasse este mecanismo de replicação co- 
mum. Embora o produto viral dominante-negativo bloqueas- 
se a replicação do virus da batata a partir do qual havia sido 
derivado, sua especificidade de ação era fortemente restrita 
ao vírus, Demonstrou-se também que a própria proteina não 
era necessária — apenas o RNA. 


QUADRO 20-2 FIGURA 1 Flor da petúnia. Um exem- 
plo dos efeitos da superexpressão do gene do pigmento 
chalcona sintase no que seria, no caso de expressão em nível 
normal, uma flor de petúnia completamente roxa. (Cortesia 
de Richard A. Jorgensen, University of Arizona.) 


Enquanto isso, outros pesquisadores estavam usando 
RNA antissenso para abolir a expressão do gene par-1 em 
vermes. Sua intenção era provar que este gene era respon- 
sável por um determinado fenótipo do desenvolvimento. 
O RNA antissenso produzido in vitro e injetado no verme em 
desenvolvimento efetivamente induzia o fenótipo previsto 
para a perda da expressão de par-1. Observou-se, porém, 
que o RNA senso apresentava o mesmo efeito. Este só havia 
sido incluído no experimento como um controle negativo, 
logicamente; não se esperava que tivesse qualquer efeito 
sobre a expressão. RNAs não relacionados ao gene par-1 
não apresentavam efeito. 

A explicação para esta repressão gênica RNA-dependen- 
te foi fornecida por Andrew Fire e Craig Mello, em experi- 
mentos que lhes renderam o Prémio Nobel de Fisiologia ou 
Medicina em 2006. Eles mostraram que, na verdade, não era 
o RNA senso nem o antissenso que silenciava o gene - era o 
dsRNA produzido por uma mistura dos dois. Acontece que 
as preparações de RNA senso ou antissenso estavam ambas 
contaminadas com pequenas quantidades da fita oposta, e 
era a população de dupla-fita resultante que causava o si- 
Jenciamento. Quando dsRNAs eram deliberadamente prepa- 
rados, mostravam ser bastante potentes na eliminação de 
expressão do gene-alvo, Portanto, o fenômeno do RNA havia 
sido descoberto, achado que foi publicado em 1998. 

Explicações sobre o funcionamento deste fenômeno 
surgiram de vários laboratórios. Primeiro, dsRNAs demons- 
traram desencadear a degradação de mRNAs homólogos em 
extratos de células de Drosophila, ensaio que levou à iden- 
tificação de RISC. A identificação dos siRNAs - espécies que 
dirigem o RISC aos genes-alvo — foi relatada em plantas em 
1999. Dicer, a nuclease que gera os siRNAs, foi descrita em 
2001. E o último dos principais componentes da via, Slicer, 
foi identificado em 2005, quando a estrutura cristalográfica 
de Argonauta revelou que a proteina era uma RNase. 

Além de ser necessária para gerar siRNAs, Dicer é tam- 
bém necessária para o funcionamento de miRNAs durante o 
desenvolvimento. O primeiro miRNA e seu alvo haviam sido 
descritos em 1993, por Victor Ambros e Gary Ruvkun, res- 
pectivamente. Na época, esta observação foi vista como um 
resultado correto, mas, ainda assim, estranho; o gene lin-4 
codificava um pequeno RNA que atuava em um gene-alvo, 
lin-14, por complementaridade de sequência entre o miRNA 
e as regiões da 3'-UTR dos genes-alvo (Fig. 2 deste quadro). 
Subsequentemente, outros miRNAs foram encontrados em 
vermes, alguns deles com homologia a genes semelhantes 
em animais e plantas, sugerindo que este mecanismo de re- 
gulação era mais disseminado. Assim, surgiu o quadro de 
um mundo de pequenos RNAs envolvidos na regulação gê- 
nica — alguns fornecidos de maneira exógena, outros gera- 
dos como parte dos programas de regulação gênica usados 
durante o desenvolvimento. O campo desenvolveu-se muito 
rapidamente, como as datas neste relato revelam, passando 
de um fenômeno obscuro a um Prêmio Nobel e exigindo seu 
próprio capítulo em livros-texto, em apenas 15 anos. O pro- 
gresso acelerado talvez tenha sido, em grande parte, devido 
à gama de espécies (leveduras, plantas e vermes) estudadas 
e às abordagens (genética, bioquímica, estudos estruturais e 
bioinformática) utilizadas. 


Quadro 20-2 (Continuação) 
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QUADRO 20-2 FIGURA 2 O microRNA 
lin-4 liga-se à extremidade 3'-UTR de seu ge- 
ne-alvo, lin-14. (a) O pré-miRNA lin-4 antes do 
processamento por Dicer. A sequência do miRNA 
está mostrada em azul. (b) As sete sequências da 
3/-UTR de lin-4 que podem parear com o mRNA 
de lin-4 em vários níveis, como mostrado na par- 
tec. A biologia por trás dos eventos reguladores 
controlados por lin-4/lin-14 é bastante intrigan- 
te, Serão vistos (no Cap. 21) exemplos de como 
a expressão gênica regula as decisões ao longo 
do desenvolvimento. Exemplos famosos incluem 
os genes Hox, cuja expressão define a identida- 
de espacial; assim, membros e outras estruturas 
formam-se onde deveriam ao longo do eixo cor- 
poral, e não no local errado - por exemplo, uma 
perna não cresce na cabeça. Isso, porém, é o que 
de fato pode acontecer em mutantes desprovi- 
dos de certos genes Hox - como o famoso mu- 
tante homeótico de Drosophila, antenapédia, em 
“que uma pata cresce na cabeça no lugar de uma 
antena, A proteina lin-14 é um exemplo de um 
regulador que controla a identidade diferencial 
temporal. Portanto, mutações nos chamados ge- 
nes heterocrônicos resultam em transformações 
temporais em vez de espaciais. Ou seja, as cê- 
lulas geralmente adotam destinos específicos a 
elas em estágios iniciais ou tardios do desenvol- 
vimento. À expressão da proteína lin-14 é, obvia- 
mente, regulada pelo microRNA lin-4, como des- 
crito no texto. (Modificada de Ha |. 1996. Genes 
Dev. 10: 3041-3050, Fig. 1. © Cold Spring Harbor 
Laboratory Press.) 
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subsequentemente expressas na forma de pequenas moléculas de RNA que 
destroem ácidos nucleicos homólogos caso estes venham a invadir novamen- 
te a célula. Embora o sistema CRISPR não possua componentes em comum 
com a maquinaria eucariótica de RNAI (além do fato de usar pequenos RNAs 
para guiar complexos proteicos para destruir ácidos nucleicos alvos), a função 
ea lógica dos dois sistemas são notavelmente parecidas de muitas maneiras. 
Isso é especialmente verdadeiro para o sistema de piRNA. 

Como se viu, os piRNAs são a terceira classe de pequenos RNAs regulado- 
res (após siRNAs e miRNAs); eles surgem a partir de longos transcritos de fita 
simples dos agrupamentos de piRNAs no genoma, sem a necessidade da 
ação de Dicer. 

Assim como CRISPR, os pIRNAs parecem ter como alvo os ácidos nucleicos 
de parasitas — mas enquanto os principais alvos de CRISPR são fagos infec- 
ciosos, para um genoma de animal, as principais ameaças são transposons. 
Os transposons são encontrados essencialmente em todos os eucariotos e, em 
alguns casos, compõem uma quantidade substancial do genoma (ver Caps. 8 
e 12). Em seres humanos, por exemplo, cerca de 45% do genoma é composto 
por sequências que um dia foram transposons. Os transposons são geralmente 
silenciados transcricionalmente e empacotados na heterocromatina. Em alguns 
mutantes de RNAI, no entanto, as modificações de histonas associadas com o 
silenciamento de transposons são perdidas. Além disso, em plantas e vermes, 
foram identificados vários siRNAs que correspondem a transposons. Em alguns 
casos, em ambos tipos de organismos, a perda de RNAI reativa transposons, 
fazendo com que saltem, levando a altos níveis de mutagênese espontânea. No 
entanto, nem tantos transposons são reativados como quanto são conhecidos 
por gerar siRNAs. Isso pode refletir uma situação semelhante à descrita ante- 
riormente para o silenciamento do tipo acasalante em S. pombe: o RNAI pode 
ser essencial para iniciar o silenciamento de alguns transposons, mas o silencia- 
mento se torna, então, autossustentável sem necessidade posterior de siRNAs, 

Os piRNAs parecem particularmente dedicados à tarefa de proteger as cé- 
lulas contra transposons e são predominantemente expressos na linhagem 
germinativa (células cuja proteção é mais importante). Os agrupamentos de 
pIRNA contêm pedaços de transposons — eles foram descritos como "cemi- 
térios de transposons” - e, assim, os piRNAs gerados a partir de transcritos 
destas regiões geralmente têm como alvo transcritos feitos por transposons 
ativos, inibindo sua ação. Como visto, o sistema CRISPR inclui um mecanis- 
mo para adquirir ativamente amostras de DNA exógeno invasor e usar isso 
para preparar os arranjos de CRISPR para produzir pequenos RNAs que terão 
como alvo as mesmas sequências caso elas venham a aparecer novamente na 
célula. O sistema piRNA parece ser desprovido desta característica, mas as se- 
quências de DNA que acabam em agrupamentos de piRNA presumivelmente 
transportam-se elas mesmas para estas regiões, assim os agrupamentos serão 
enriquecidos para sequências de transposons (ver Fig. 20-19). 

Em plantas, o RNAI é necessário para controlar transposons, como men- 
cionado, assim como infeções virais. O efeito protetor do RNAI em infec- 
ções virais de plantas foi amplamente observado. De fato, os efeitos foram 
reconhecidos muito antes que o RNAI fosse reconhecido como o mecanismo 
subjacente. Quando uma folha de uma planta é infectada por um vírus, um 
fator capaz de silenciar a replicação do vírus é sistematicamente espalhado 
ao longo de toda a planta. Este fator não protege a folha originalmente infec- 
tada, mas impede que a infecção se espalhe. Em plantas mutadas nos genes 
de Argonauta ou Dicer, a infecção espalha-se livremente e a replicação viral é 
muito maior. O sinal protetor inclui siRNAs gerados a partir do próprio geno- 
ma viral. Os vírus revidaram: eles geralmente carregam genes cuja função é 
proteger o vírus infectante contra o RNAI do hospedeiro. Um exemplo disso é 
o HcPro do vírus Y da batata, que atua reduzindo a produção ou a estabilidade 
dos siRNAs. Outros produtos virais afetam outras etapas no mecanismo de 
defesa, incluindo o espalhamento sistêmico de siRNAs. 
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Conexões entre miRNAs e doenças humanas estão descritas no Quadro 
20-3, microRNAs e doenças humanas. 


O RNAi tornou-se uma poderosa ferramenta 
para a manipulação da expressão gênica 


A descoberta do RNAI surgiu de observações feitas por pesquisadores que ten- 
tavam manipular a expressão gênica (ver Quadro 20-2). Em ambos os casos 
de cossupressão em plantas e RNA antissenso em vermes, foram tentativas 
de entender falhas inesperadas nestas manipulações que levaram à desco- 
berta do RNAI. Portanto, talvez não tenha sido uma surpresa que, uma vez 
compreendido, o RNAi tenha sido rapidamente explorado como ferramenta 
para manipular a expressão gênica. Em vermes, isso foi logo rotineiramen- 
te implementado. Bibliotecas que codificam dsRNAs que podem ter como 
alvo qualquer gene do genoma do verme e, portanto, podem ser usadas para 
triar vermes quanto às consequências da inibição da expressão de um dado 
gene qualquer. A maneira geral pela qual isso é feito está representada na 
Figura 20-20. Os vermes alimentam-se de bactérias. No laboratório, eles são 
alimentados com E. coli, e ocorre que a rota mais rápida para o genoma do 
verme é através de seu estômago: qualquer dsRNA desejado pode ser expresso 
em células de E. coli das quais o verme se alimenta, e isso fornece substrato su- 
ficiente para que a resposta de RNAI seja desencadeada nas células do verme, 
desligando genes homólogos ao dsRNA original. 

Seria, logicamente, de grande interesse fazer uma triagem para genes des- 
ta mesma forma em células de mamíferos, em que as triagens genéticas tradi- 
cionais não são viáveis. Estabeleceu-se que siRNAs sintetizados artificialmen- 
te, produzidos in vitro e introduzidos em células de mamíferos em cultivo, 
desencadeiam uma resposta de RNAi e reduzem a expressão de genes-alvo 
adequados, mas a eficiência da transfecção (a entrada dos RNAs nas células) 
é baixa. Moléculas de dsRNA mais longas também são problemáticas porque 
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FIGURA 20-19 Comparação entre 
os sistemas de defesa CRISPR bacte- 
riano (a) e piRNA animal (b). Embora 
muitas das características sejam análogas, 
os componentes moleculares não são 
conservados. Além disso, como discutido 
no texto, enquanto CRISPR adquire ati- 
vamente novas sequências espaçadoras 
de fagos infectantes (ver Fig. 20-8), as 
sequências de transposons que ativam o 
Sistema piRNA chegam passivamente aos 
agrupamentos de piRNA. (Adaptada de 
Karginov EV. e Hannon G-J, 2010. Mol. 
Cell37:7-19, Fig. 5, p. 16. © Elsevier) 
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FIGURA 20-20 A interferência 
por RNA pode ser induzida em ver- 
mes ao alimentá-los com bactérias 
que expressam dsRNAS. Ver Capítulo 7 
para detalhes da manipulação molecu- 
lar necessária nas primeiras etapas deste 
esquema. À expressão do dsRNA a partir 
do plasmídeo está sob o controle de dois 
promotores, em orientações opostas, re- 
conhecidos por uma única subunidade da 
RNA-polimerase de um fago chamado T7. 
O gene para esta polimerase é artificial- 
mente expresso nas células usadas neste 
esquema, sob o controle do promotor lac 
(Cap, 18), Assim, a produção do dsRNA 
pode ser controlada usando um indutor 
do promotor fac. 


desencadeiam uma resposta que desliga toda a tradução na célula, resposta 
evoluída para bloquear a replicação viral, já que muitos vírus possuem geno- 
ma de RNA. 

Em vez de tentar introduzir o dsRNA nas células, os pesquisadores acha- 
tam mais produtivo mimetizar miRNAs. Com este objetivo, foram geradas 
bibliotecas nas quais genes curtos são sintetizados como oligonucleotídeos e 
clonados em plasmídeos. Cada gene curto é projetado para gerar um transcri- 
to que irá se enovelar em uma haste-alça. Estas são processadas por Dicer na 
célula, gerando um siRNA que irá dirigir o silenciamento de seus genes-alvo. 
Estes genes curtos sintéticos são chamados de genes de grampos curtos 
de RNA (shRNAs, short hairpin RNA). Usando um shRNA adequadamente 
projetado, qualquer gene individual do genoma pode ser um alvo. Ou, com 
uma biblioteca adequada, uma triagem genética pode ser realizada. Em uma 
biblioteca assim, por exemplo, cada plasmídeo iria codificar um shRNA dirigi- 
do contra um gene diferente. A biblioteca inteira é transfectada nas células de 
maneira que cada célula receba um shRNA diferente. Células com um fenóti- 
po em particular são escolhidas, e o gene cuja repressão levou a este fenótipo 
pode ser identificado. 


CAPÍTULO 20 RNAs Reguladores 727 


CONEXÕES CLÍNICAS 


Quadro 20-3 microRNAs e doenças humanas 


Câncer 
Uma redução geral dos níveis de vários miRNAs é frequente- 
mente observada em cânceres. Esta diminuição foi tomada 
como indicação de que estes miRNAs possuem efeito supres- 
sor de tumor. Apesar desta tendência geral, outros miRNAs 
específicos são superexpressos em alguns cânceres. Análo- 
gos a genes codificadores de proteínas implicados em càn- 
cer, os miRNAs em questão são descritos como supressores 
de tumor (se sua ausência aumentar a incidência de câncer) 
ou oncogênicos (se sua expressão aumentada levar ao de- 
senvolvimento de câncer). Seus alvos tendem a ser genes 
envolvidos na progressão do ciclo celular (proliferação) ou 
na apoptose, 

Entre as centenas de miRNAs identificados em seres hu- 
manos, mais de metade está localizada em regiões do ge- 
noma geralmente alteradas em cânceres. Assim, em muitos 
cânceres, os genes para estes miRNAs estão deletados ou 
amplificados, dependendo da natureza do rearranjo cro- 
mossômico. Sendo assim, os miRNAs miR-15 e mif-16, por 
exemplo, induzem a apoptose de células pela redução da ex- 
pressão do gene BCL2 (ver Fig. 1 deste quadro). A forma mais 
comum de leucemia adulta no hemisfério oeste é a leucemia. 
linfocítica crônica (LLC), doença associada com deleções em 
uma região do cromossomo 13 (13914). Esta região do ge- 
noma contém os genes dos miRNAs mif-1Sa e miR-16a; de 
fato, estes são os dois únicos genes incluídos nas menores. 
deleções associadas a LLC. Assim, quando estes genes estão 
deletados, a apoptose é reduzida e os tumores podem surgir 
e desenvolver-se mais facilmente. 

Em outra região do cromossomo 13 (13931) está o 
miR-17-92, um miRNA oncogênico. Comparada ao tecido 
normal, a expressão deste gene está significativamente au- 


mentada em vários cânceres, incluindo câncer de pulmão, 
sobretudo em suas formas mais agressivas (p. ex., câncer de 
pulmão de células pequenas). Além disso, a superexpressão 
deste miRNA em camundongos transgênicos induz tumorigê- 
nese. Entre os vários alvos preditos para mik-17-92 estão dois 
genes supressores de tumor, PTEN e R82. Um alvo definido 
é o regulador da progressão do ciclo celular, E2F1. Estes e 
outros exemplos de miRNAs em câncer estão mostrados na 
Figura 1 deste quadro. 


Retardo mental associado ao X frágil 


Por meio da análise bioquímica do complexo RISC, várias 
proteinas a ele associadas foram identificadas. Uma delas é 
a proteína do retardo mental associado ao X frágil (FMRP, 
Fragile X mental retardation protein). O gene que codifica 
esta proteína (FMR1) é ligado ao X, e sua mutação é a causa 
da mais comum das formas hereditárias de retardo mental. 
A FMRP é uma proteína de ligação ao RNA envolvida na re- 
gulação gênica; sabe-se que ela interage com alguns miRNAs 
associados com neuroplasticidade. Pacientes desprovidos de 
FMRP possuem uma gama de defeitos de desenvolvimento, 
bem como o retardo mental, devido à perturbação da expres- 
são gênica. 

Drosophila possui uma homóloga de FMRP. Em moscas 
deficientes para este gene, foram observadas conexões sináp- 
ticas incomuns entre neurônios e músculos. Uma das proteí- 
nas Argonauta de Drosophila foi associada à FMRP, enquanto 
estudos separados de Argonauta também descobriram que 
FMRP estava ligada a este componente da maquinaria de 
RNAi. Achados semelhantes foram relatados também em 
células humanas, indicando uma conexão intrigante entre a 
condição de X frágil e o amadurecimento e função de miRNA. 


a baixa expressão BCL-2 
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miR-15a e miR-16 ——m LILI LLL LL 
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miR-17-92 miR-155 
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mIRNAs oncogênicos 


QUADRO 20-3 FIGURA 1 


miRNAs como supressores de tumor ou oncogenes. (a) Neste modelo, um miRNA que nor- 


malmente reduz a expressão de um oncogene pode atuar como gene supressor de tumor. A perda de função do miRNA por 
mutação ou deleção, por exemplo, pode resultar em expressão anormal do ancogene-alvo, o que contribuiria para a formação 
de tumor. (b) Aqui, a amplificação ou a superexpressão de um miRNA que reduz a expressão de um supressor de tumor ou 
outros genes importantes envolvidos na diferenciação podem contribuir para a formação de tumor por estimulação da proli- 
feração, da angiogênese e da invasão. (Redesenhada, com permissão, de Garzon R. etal. 2006. Trends Mol. Med. 12: 580-587, 


Fig. 2. O Elsevier) 
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RNAs LONGOS NÃO CODIFICADORES 
E INATIVAÇÃO DO X 


Os RNAs longos não codificadores exercem 
vários papéis na regulação gênica, incluindo 
os efeitos em cis e trans da transcrição 


Nos últimos anos, técnicas de sequenciamento de alto rendimento (descri- 
tas no Cap. 7) revelaram a presença de vários RNAs não codificadores ex- 
pressos em células animais e vegetais. Até o momento, foram discutidos 
RNAs curtos, mas há também uma classe de RNAs não codificadores com 
mais de 200 nucleotídeos, conhecida como RNAs longos não codifica- 
dores (IncRNAs, long non-coding RNAs). Estes possuem vários papéis em 

processos que vão desde a tradução e o processamento até a regulação trans- 
Eicional, O caso mais bem estudado deste último é o RNA de Xistenvolvido 
no processo de inativação do X em mamíferos, que discutiremos a seguir. 
Mas antes disso, serão abordados outros dois IncRNAs reguladores com pa- 
péis no desenvolvimento. 

Existe grande debate sobre exatamente o quão prevalente são os IncRNAs na 
célula. Como recém-mencionado, a maioria deles é detectada usando poderosos 
métodos de alto rendimento que podem detectar até mesmo espécies muito ra- 
ras. Deve-se ter cuidado ao atribuir significado biológico a estes na ausência de 
testes diretos. Porém, alguns IncRNAS específicos (além de Xist) claramente têm 
funções reguladoras específicas, e alguns deles serão abordados aqui. 

HOTAIR é um IncRNA cujo gene é encontrado no agrupamento HoxC de 
seres humanos, mas ele atua na regulação da expressão dos genes HoxD em 
outro cromossomo (em trans) ao recrutar o complexo repressivo Polycomb 
2 (PRC2, Polycomb Repressive Complex 2; ver Cap. 19) para este locus. O PRC2 
adiciona grupos trimetil à lisina-27 da histona H3, uma marca (H3K27me3) 
associada com expressão gênica reprimida (ver Fig. 19-29). HOTAIR também 
recruta um segundo complexo que remove modificações de histonas nor- 
malmente associadas a genes ativos. Estes dois complexos proteicos ligam-se 
a regiões separadas da molécula de RNA de HOTAIR e são presumivelmente 
direcionadas para o locus específico HoxD por meio de uma terceira região. 
Além de estar envolvido no desenvolvimento, HOTAIR também está superex- 
presso em alguns tipos de câncer. A deleção do domínio de ligação a PRC2 de 
HOTAIR destrói suas funções reguladoras em ambos os eventos, desenvolvi- 
mento e câncer. Embora isso possa sugerir um papel biológico crucial, é curio- 
so observar que HOTAIR é pouco conservado no camundongo, e sua deleção 
não produz fenótipo aparente. Isso poderia sugerir que ele deve ter evoluído 
rapidamente em mamíferos. 

Outros IncRNAs não atuam em trans, mas em cis. Como será visto, 
Xist é um destes. Todavia outros incluem RNAs envolvidos no imprinting. 
O imprinting foi discutido no Capítulo 19 (ver Fig. 19-31). O locus Igf2/H19 
lá descrito inclui também uma unidade de transcrição que produz o IncRNA 
AIR. O próprio AIR sofre imprinting, sendo expresso apenas a partir do ale- 
lo paterno; sua expressão é necessária para a repressão de vários genes sob 
imprinting no cromossomo paterno a partir do qual ele é expresso. O RNA 
permanece de certa forma associado ao cromossomo e recruta um comple- 
xo proteico que trimetila H3K9, levando à repressão da transcrição nestes 
promotores-alvo. 


A inativação do X gera indivíduos mosaicos 


Agora será dada mais atenção à função do IncRNA chamado Xist e ao proces- 
so de inativação do X. Fêmeas de mamíferos possuem dois cromossomos X, 
enquanto machos possuem apenas um X e um cromossomo Y. Embora esta 
seja a base da determinação do sexo — o que permite que machos e fêmeas 
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sejam diferentes ela também gera um problema: qualquer gene codificado 
pelo cromossomo X seria, se não fosse controlado, expresso em dobro nas 
fêmeas, quando comparadas aos machos. Este desbalanço iria potencialmente 
causar distúrbios em processos metabólicos e celulares. Evitar estes problemas 
requer o que se chama de compensação de dose. Em mamíferos, isso é 
obtido pela inativação de uma das cópias do cromossomo X das fêmeas. 
Esta ação resulta na ausência da expressão de todos os genes da cópia do cro- 
mossomo. Em mamíferos placentados, a inativação ocorre no estágio de 32 
para 64 células, e a escolha de qual cromossomo X será inativado - a cópia 
materna ou a paterna — é aparentemente feita ao acaso em cada célula. Uma 
vez selecionada em cada célula, a mesma cópia permanece inativada em todas 
as células descendentes. 

Uma consequência de a inativação ser aleatória em cada célula é que as 
fêmeas são mosaicos — algumas de suas células expressam o cromossomo X 
paterno e outras, o materno. Isso geralmente não tem consequências signifi- 
cativas, embora possa influenciar na gravidade dos sintomas de doenças li- 
gadas ao X, dependendo da proporção de células nas quais o gene mutado é 
expresso ou silenciado. Um exemplo mais familiar é o gato cálico (ou casco 
de tartaruga) (Fig. 20-21). Em gatos, um gene do cromossomo X determina se 
sua pelagem será cor de laranja ou preta — um alelo deste gene dá origem à pe- 
lagem cor de laranja e o outro, à pelagem preta. Em gatos heterozigotos para 
este gene, as diferentes manchas de pelagem preta ou cor de laranja revelam 
regiões compostas por células nas quais um ou outro cromossomo X foi ina- 
tivado, Esta observação também explica porque os gatos cálicos são fêmeas. 
A pelagem branca vem do efeito de um gene autossômico. 


Xist é um longo RNA não codificador que inativa um 
único cromossomo X em fêmeas de mamíferos 


Como um cromossomo X é inativado, e como a inativação é herdada ao lon- 
go do desenvolvimento? O regulador inicial é uma molécula de RNA chama- 
da Xist. Este RNA é codificado no locus reconhecidamente vital para a inativa- 
ção do X, chamado Xic (do inglês, X-inactivation center [centro de inativação 
do X]), no cromossomo X. O RNA de Xist cobre o cromossomo X a partir do 
qual é expresso. Isso pode ser visto no resultado da hibridização in situ na 
Figura 20-22a. Não está claro o que causa esta cobertura nem como ela é res- 
trita a um cromossomo X (i.e., porque ela atua apenas em cis). Sabe-se, no en- 
tanto, que a ação de Xist é central para a inativação e não necessita de outras 
sequências do cromossomo X além de Xic: quando expresso ectopicamente a 
partir de uma localização autossômica (i.e., a partir de um cromossomo não 
sexual), Xist pode, em graus diferentes, silenciar genes ao longo do cromosso- 
mo. Ou seja, ele “inativa” o autossomo a partir do qual é expresso. 

O próprio RNA de Xist não causa silenciamento, mas recruta outros fato- 
res que modificam e condensam a cromatina (PRC2, etc.) e que talvez tam- 
bém metilem o DNA (como já se viu em outros exemplos de silenciamento 
de mamíferos no Cap. 19). Mais tarde, há um acúmulo de uma variante rara 
de histona chamada MacroH2A, que está normalmente associada à cromatina 
compacta e silenciada. São estas modificações que causam o silenciamento e 
garantem que ele seja herdado: uma vez firmemente estabelecido, o próprio 
Xist não é mais necessário. Uma característica da modificação de histonas do 
cromossomo X inativado é mostrada na Figura 20-22b. Nesta, o cromossomo 
X inativado está muito menos acetilado do que o resto do genoma. Como 
foi visto em capítulos anteriores (Caps. 8 e 19), histonas desacetiladas estão 
associadas a regiões do genoma que não são transcrita: 

Como uma célula escolhe qual cromossomo X será inativado? A respos- 
ta ainda é vaga, mas outro RNA regulador pode ser a chave. Este outro RNA 
também é codificado pelo locus Xic mas na fita oposta e sobreposto ao gene 
de Xist. Ele é chamado de Tsix (Xist escrito ao contrário) e atua como regu- 
lador negativo de Xist (Fig. 20-23). De fato, se Tsix for mutado em um dado 
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FIGURA 20-21 Visualização da 
inativação do X: o gato cálico. As 
manchas de pelagem cor de laranja e pre- 
ta fomecem uma visualização indireta da 
inativação do cromossomo X, como des- 
crito no texto. (Cortesia de VG.) 


X hipoacetiládo 


FIGURA 20-22 Visualização da 
inativação do X: marcadores molecu- 
lares. (2) Localização do RNA de Xist ao 
longo do cromossomo X inativo mostrada 
por hibridização in situ de células metafá- 
sicas. (b) Os cromossomos estão marca- 
dos para acetilação na histona H4. A seta 
indica cromossomo X inativado, que pos- 
sui níveis muito mais baixos de acetilação 
do que outros cromossomos. (Reprodu- 
zida, com permissão, de Brockdorff N 
e Turner B.M. 2007. Epigenetics [ed. D. 
Allis et al), p. 327. © Cold Spring Harbor 
Laboratory Press.) 
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FIGURA 20-23 Tix antagoniza a expressão de Xist. Tsix (sombreado em azul-claro) 
É expresso como um RNA antissenso de Xist (sombreado em azul-escuro) e é mais longo que 
Xist. O grau de sobreposição está indicado na região em azul-escuro. Xite e DxPas34 (Dx) são 
elementos reguladores que controlam a expressão dos genes. No início da inativação, Xist e 
Ex são expressos a partir de ambos os cromossomos X, mas, após um tempo, o cromossomo 
que será inativado aumenta a expressão de Xist, enquanto a expressão a partir do cromossomo 
destinado a permanecer ativo diminui. Ainda não está claro como esta alteração nos níveis de 
“Xist é regulada por Tsix, mas se Tsix for deletado de um dos cromossomos, será sempre esta 
cópia que se tornará inativa. 


cromossomo X, este será o cromossomo escolhido para inativação. Assim, um 
balanço entre a produção e a estabilidade dos RNAs de Xist e Tsix pode incli- 
nar o resultado para um lado ou para outro em cada célula. 

A compensação de dose é necessária em todos os animais (p. ex., vermes 
e moscas), da mesma maneira como nos mamíferos. Em cada caso, porém, 
os mecanismos para atingir a compensação são diferentes. Por exemplo, em 
Drosophila, ela é alcançada pelo aumento da expressão de genes ligados ao X 
no macho (ao invés de sua diminuição na fêmea). Mas aqui o mecanismo 
também envolve RNAs reguladores não codificadores. Neste caso, os RNAs 
(chamados de roX1 e roX2) estão envolvidos no recrutamento de comple- 
xos modificadores de cromatina para os genes do cromossomo X de machos, 
onde auxiliam a ativar a transcrição. 


RESUMO 


Apesar da proposta de que moléculas de RNA seriam provavel- 
mente agentes de regulação gênica datar de 1961, foi apenas 
na última década que sua ocorrência e significância vieram à 
tona. Antes disso, a atenuação do óperon trp em E. coli era 
considerado um caso raro no qual se sabia que as sequências 
de RNA na região 5' de um mRNA controlavam a expressão 
dos genes a jusante. Neste caso, padrões alternativos de pa- 
reamento de bases intramoleculares nesta região do RNA dão 
origem a estruturas secundárias alternativas que comunicam 
diferentes destinos aos genes. Em uma conformação, a trans- 
crição é terminada antes de entrar na região codificadora dos 
genes a jusante, enquanto em outra conformação, ela permite 
que a transcrição continue, e os genes são expressos. 

Os ribocomutadores controlam genes de maneira seme- 
lhante: estruturas secundárias alternativas nas 5'-UTRs dos 
genes determinam se a transcrição destes genes continua (ou, 
em outros casos, se a tradução é iniciada). Com os ribocomu- 
tadores, a escolha da estrutura secundária alternativa depende 
da ligação direta ao RNA dos ligantes que controlam o gene 
em questão. 

E. coli também codifica pequenos RNAs (SRNAs) que 
atuam em trans para regular genes. Assim, pequenos genes 
codificam RNAs curtos que pareiam com mRNAs portadores 
de sequências complementares. Esta situação inibe a tradução 
destes mRNAs-alvo, desencadeia sua destruição, ou até mes- 
mo, em alguns casos, estimula sua tradução. As ações de peque- 
nos RNAs bacterianos são semelhantes em várias maneiras às 
de sRNAs que regulam genes em células eucarióticas, embora 
a maquinaria usada para produzir estes reguladores de RNA e 


a maquinaria usada para alcançar seus efeitos em genes-alvos 
sejam bastante diferentes. 

Um sistema bacteriano reflete mais de perto o que se vê 
em eucariotos, e este é o sistema CRISPR. Agrupamentos de 
sequências de DNA repetitivas características (diferentes em 
cada agrupamento) dão origem a uma classe especial de sRNAs 
que dirigem uma maquinaria proteica para destruir fagos e 
plasmídeos infecciosos — de fato, qualquer DNA exógeno que 
entra na célula. A habilidade para distinguir entre “próprio” e 
“não próprio” vem do fato de que as regiões CRISPR acumu- 
lam fragmentos de genomas de fago de infecções anteriores e 
estes determinam as sequências-alvo dos RNAs. 

Os equivalentes mais próximos a CRISPR nos cucariotos 
são os chamados agrupamentos de piRNA. Estas regiões con- 
têm fragmentos de transposons (e são, às vezes, chamadas 
de “cemitérios de transposons”). Os curtos piRNAs gerados 
a partir destas regiões silenciam transposons homólogos no 
genoma, particularmente na linhagem germinativa, garantin- 
do que eles permaneçam inativos. Pequenos RNAs de interfe- 
rência (siRNAs) e microRNAs (miRNAs) são as duas classes de 
RNAs reguladores curtos encontradas em eucariotos. Ao con- 
trário dos piRNAs, os siRNAs e miRNAs são gerados a partir de 
regiões de RNA de dupla-fita por meio do processamento por 
uma enzima chamada Dicer. Os siRNAs são derivados direta- 
mente de dsRNA endógeno ou exógeno em uma única etapa. 
Os miRNAs são codificados no genoma e seu caráter de dupla- 
-fita deriva de regiões de estrutura secundária que são reconhe- 
cidas primeiramente por uma enzima chamada Drosha, que os 
processa até um estágio em que Dicer possa atuar. Em ambos 


os casos, as espécies de RNA regulador ativo geradas por Dicer 
possuem de 19 a 25 nucleotídeos. Drosha e Dicer possuem do- 
múnios de RNase e clivam seus substratos de RNA com base em 
tamanho e estrutura, em vez de sequência. 

Uma vez produzidos, siRNAs e miRNAs atuam essencial- 
mente da mesma maneira. Eles são incorporados em uma 
maquinaria chamada RISC, onde uma das fitas de RNA é se- 
lecionada como o chamado RNA-guia e dirige o complexo 
RISC maduro para RNAs-alvo complementares a este RNA- 
-guia. Uma vez lá, RISC “fatia” o RNA (por meio de sua subu- 
nidade catalítica Argonauta, que incluí um domínio relacio- 
nado à RNase H) ou inibe a tradução do mRNA. À escolha da 
rota de silenciamento depende amplamente do grau de com- 
plementaridade entre o RNA-guia e o alvo - quanto maior 
a correspondência, maior a probabilidade de desencadear o 
fatiamento. O RNA-guia também pode dirigir o RISC asso- 
ciado a complexos modificadores de histonas para regiões 
promotoras, onde silencia transcricionalmente os genes ao 
modificar seus promotores. Mesmo nestes casos, o recruta- 
mento para o promotor se dá por meio do pareamento de 
bases entre o RNA-guia e um mRNA, mas nesta situação, um 
que ainda assim será produzido e, portanto, ligado ao gene 
pela RNA-polimerase Il. 

Os miRNAs são codificados por genes em organismos nos 
quais eles normalmente atuam como reguladores de genes 
envolvidos no desenvolvimento — os de vermes e plantas são 
exemplos bem-estudados. miRNAs também foram associados 
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ao câncer, com alguns miRNAs sendo classificados como su- 
pressores de tumor e outros, como oncogenes, Os dsRNAs que 
dão origem aos siRNAs podem surgir de várias fontes, indo 
desde virus infecciosos e regiões repetitivas transcritas (cen- 
trômeros ou transposons), até dsRNA introduzido deliberada- 
mente em uma célula por um pesquisador que quer reduzir a 
expressão de um determinado gene. Este último uso do RNAi 
tornou-se uma ferramenta regular e é particularmente útil em 
sistemas nos quais a genética tradicional não é viável, 

Células animais e vegetais também contêm RNAs regula- 
dores “longos” (com 200 nucleotídeos ou mais). Estes possuem 
papéis no desenvolvimento, como visto nos casos de HOTAIR 
e AIR e, embora seus mecanismos de ação detalhados não se- 
jam conhecidos, eles parecem recrutar complexos proteicos 
que modificam a cromatina na vizinhança dos genes que regu- 
tam. Alguns destes RNAs longos atuam em trans e outros, em 
cis, O exemplo mais bem compreendido deste último é Xist, 
que dirige a inativação de um cromossomo X na compensa- 
ção de dose de mamíferos. As fêmeas de muitas espécies ani- 
mais possuem dois cromossomos X, enquanto os machos têm 
apenas um (e um cromossomo Y). Para garantir que ambos 
os gêneros expressem quantidades semelhantes de produtos 
gênicos do cromossomo X, um mecanismo de compensação 
de dose precisa corrigir este número desigual de cromossomos. 
Os mamiferos fazem isso inativando um de seus cromossomos 
X nas fêmeas. Uma molécula de RNA (Xist) codificada no cro- 
'mossomo X regula este processo. 
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Para respostas de questões de número par, ver Apêndice 2: Respostas. 


Questão 1. Usando exemplos de bactérias, explique a dife- 
rença entre um RNA regulador que atua em cis e um que atua 
em trans. 


Questão 2. Preveja o nível de transcrição dos genes do ópe- 
ron trp (baixo ou alto) na presença de baixos níveis de triptofa- 
no em células de Escherichia coli que possuem uma deleção, em 
fase, dos dois códons de trp que são geralmente encontrados 
no peptídeo-líder, Explique sua resposta. 


Questão 3. Descreva como os genes bacterianos são regul: 
dos por ribocomutadores que respondem a metabólitos como 
S-adenosilmetionina (SAM). 


Questão 4, Além da regulação da expressão gênica, qual ou- 
tro próposito têm os RNAs reguladores encontrados em proca- 
riotos e arquebactérias? 


Questão 5. Descreva, em linhas gerais, três mecanismos 
para o silenciamento da expressão por RNAs em eucariotos 
(SIRNAS, miRNAs e piRNAS). 


Questão 6. Como a fonte e a geração de miRNAs são dife- 
rentes da fonte e da geração de siRNAs? 


Questão 7. Liste as etapas nas quais os miRNAs são gerados 


€ atuam para silenciar a expressão gênica, e cite as principais 
enzimas envolvidas em cada etapa. 


Questão 8. Marque a frase como verdadeira ou falsa. Os 
pré-miRNAs estão presentes apenas nos introns. Explique sua 
resposta. 


Questão 9. Descreva as principais características dos piRNAs 
(piwi-interacting RNAs) encontrados em eucariotos. 


Questão 10. Para usar RNAI como ferramenta experimen- 
tal, os pesquisadores inicialmente introduziram dsRNA em 
vermes alimentando-os com E. coli modificada para expressar 
o dsRNA. Cite duas razões pelas quais a introdução direta do 
dsRNA não funciona de maneira tão eficiente em células de 
mamíferos e descreva como os pesquisadores resolveram este 
problema. 


Questão 11. No esquema de alimentação de vermes com 
bactérias para induzir uma resposta de RNAI em vermes, ex- 
plique o objetivo dos seguintes componentes: promotor lac 
incorporado no genoma de E. coli, gene T7 incorporado no 
genoma de E. col, e promotor de T7 no plasmídeo introduzido 
em E. coli. 


Questão 12. Como a expressão do IncRNA Xist silencia um 
dos cromossomos X em fêmeas de mamiferos? 


Questão 13. Você quer silenciar a expressão de um gene- 

«alvo usando um shRNA. 

A. Cite vários ensaios possíveis para testar a expressão do 
gene-alvo. 

B. Descreva os controles apropriados para um ensaio que 
testa os níveis de proteína do produto do gene-alvo e 
que prova que a redução da expressão é devida ao shRNA 
envolvido. 
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ma constante para produzir tipos celulares diversos durante a embrio- 

gênese. Um genoma animal típico contém aproximadamente 20.000 
genes. Isso vale não apenas para animais comparativamente simples, como 
vermes nematódeos, mas também para o “ápice” da evolução animal, o ge- 
noma humano. 

A expressão gênica diferencial pode ser definida como a síntese de 
uma proteína (ou RNA, no caso de genes não codificadores) em um subcon- 
junto das células que formam um embrião. A expressão diferencial geralmen- 
te depende da transcrição de novo. Assim, o gene da B-globina é seletivamente 
expresso nas hemácias em desenvolvimento, mas não em outros tecidos, por- 
que o gene é transcrito apenas em células sanguíneas. Existem exemplos, no 
entanto, de mecanismos pós-transcricionais de expressão gênica diferencial. 
Por exemplo, os RNAs transcritos a partir do gene da segmentação, hunchback, 
são distribuídos por todo o embrião inicial de Drosophila, mas são traduzidos 
em proteínas funcionais apenas em regiões anteriores (cabeça e tórax), e não 
em posteriores (abdome). 

Como se sabe que a expressão diferencial de um genoma constante é 
a chave para o desenvolvimento animal? Uma ampla variedade de estudos 
clássicos e contemporâneos mostrou que diferentes tipos celulares contêm o 
mesmo genoma. À primeira evidência conclusiva veio da clonagem do sapo 
Xenopus laevis nas décadas de 1960 e 1970. Estes estudos culminaram com a 
substituição do núcleo do óvulo pelo núcleo de uma célula do intestino de 
um sapo adulto. O núcleo da célula intestinal conseguiu sustentar a embrio- 
gênese, a formação do girino de Xenopus, e sua metamorfose em sapo adulto. 
O sapo resultante é considerado um “clone” do sapo que doou a célula do 
intestino, porque os dois são geneticamente idênticos. Estudos subsequentes 
no fim da década de 1990 e início dos anos 2000 estenderam a clonagem para 
a ovelha (Dolly), e hoje é possível, pelo menos em princípio, clonar a maioria 
dos animais. 

A demonstração mais espetacular de “equivalência genética” entre os 
diferentes tecidos de um animal em desenvolvimento é a transformação de 
praticamente qualquer tipo celular em uma célula-tronco pluripotente indu- 
zida (iPS, induced pluripotent stem cell). A maioria dos embriões de mamíferos, 
incluindo o feto humano, contém um pequeno grupo de células, a massa 
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interna de células (ICM, inner cell mass), que forma todos os tecidos e órgãos 
do adulto. As células da ICM são chamadas de “pluripotentes” porque podem 
gerar vários tipos celulares diferentes. A formação de células da ICM depende 
das atividades de três fatores de transcrição sequência-específicos — Oct4, Sox2 
e Nanog. A expressão forçada destes três fatores em uma célula diferenciada, 
como o fibroblasto (tecido conectivo), é suficiente para transformá-la em cé- 
lulas iPS, que possuem as propriedades das células da ICM (ver Quadro 21-1, 


CONEXÕES CLÍNICAS 


Quadro 21-1 Formação de células iPS 


As células ICM dos embriões de mamiferos seguem diversas. 
vias de diferenciação e produzem todos os tecidos e órgãos 
dos adultos, 

No início da década de 2000, quando o interesse pelas 
células-tronco atingiu a comunidade de pesquisa biomédica, 
pensava-se que o isolamento de células ICM seria o passo limi- 
tante para o uso de células-tronco em medicina regenerativa. 
Por exemplo, diabéticos insulinodependentes não possuem 
células B, células secretoras do pâncreas que produzem insu- 
lina em resposta a aumentos nos níveis de glicose sanguínea 
após uma refeição. Espera-se que um dia seja possível restau- 
rar o compartimento com células f produzidas em laboratório 
usando células-tronco. O isolamento de células ICM a partir 
de fetos humanos, porém, apresentou um labirinto vertigino- 
so de desafios técnicos e éticos. Esta controvérsia, que se tor- 
nou bastante intensa e politizada, dissipou-se em obscurida- 
de devido a uma marcante série de experimentos conduzidos 
por Takahashi e Yamanaka em 2006. Como pós-doutorando, 
Yamanaka havia identificado um gene que é seletivamente ex- 
presso em células ICM. Ele inseriu lacZ neste gene e utilizou-o 
como “marcador” para identificar fibroblastos murinos que 
haviam sido convertidos em células-tronco (estas células con- 
vertidas são chamadas de células-tronco pluripotentes induzi- 
das [células iPS]). Em geral, o gene marcador não é expresso 
em fibroblastos mas é ativado quando as células são trans- 
formadas em células iPS. Vários grupos de pesquisa identifi- 
caram cerca de 30 diferentes fatores de transcrição (FTs) que 
apresentaram expressão em células-tronco de ICM cultivadas. 
Takahashi e Yamanaka forçaram sistematicamente a expressão 


destes diferentes FTs em fibroblastos, resultando na indução 
do gene marcador lacZ. Eles então coexpressaram diferentes 
combinações dos FTs e viram que três destes fatores —Oct4, 
Sox2 e Nanog— eram particularmente potentes na conver- 
são ou reprogramação de fibroblastos em células IPS. Estas 
células reprogramadas possuem a maioria ou todas as pro- 
priedades de células genuínas de ICM. As células iPS podem 
ser induzidas para formar praticamente qualquer tipo celular, 
como, por exemplo, cardiomiócitos (músculo cardíaco). Em 
um notável experimento posterior, Yamanaka e colegas mos- 
traram que era possível obter camundongos adultos a partir 
de células iPS injetadas em embriões. Os resultados revelados 
na Figura 1 deste quadro mostram que as características asso- 
ciadas às células iPS são transmitidas na linhagem germin: 
va da prole resultante. 

A competência de diferentes tecidos adultos serem 
transformados em células iPS, as quais, por sua vez, podem 
ser induzidas para gerar qualquer tecido, é uma clara de- 
monstração de equivalência genética. Estes estudos também 
levantam a possibilidade da “medicina de substituição”, em 
que fibroblastos da pele de um indivíduo doente podem ser 
usados para produzir células iPS, que são subsequentemente 
programadas para gerar os tecidos ausentes que causam a 
doença, como os neurônios dopaminérgicos para os pacien- 
tes com doença de Parkinson ou as células B para diabéticos, 
Gurdon e Yamanaka receberam o Prêmio Nobel de Fisiolo- 
gia ou Medicina em 2012 por sua descoberta de que células. 
animais diferenciadas podem ser reprogramadas para gerar 
qualquer tecido. 


QUADRO 21-1 FIGURA 1 


Potencial de desenvolvimento de células iPS. (a) Células reprogramadas (iPS), derivadas de 


um camundongo com pelagem preta, foram injetadas no blastocisto (embrião em estágio inicial) de uma fêmea de pelagem 
branca, produzindo o camundongo adulto preto (um macho) mostrado aqui. Ao lado do adulto está sua prole, filhotes recém- 
-nascidos resultantes do cruzamento entre o adulto iPs macho com uma fêmea branca. (b) Os filhotes recém-nascidos no 
painel a desenvolveram-se em camundongos jovens com coloração marrom, resultado típico visto quando um macho preto é 
cruzado com uma fêmea branca. (Reproduzida, com permissão, de Zhao X.Y. et al. 2009. Nature 461: 86. © Macmillan. a eb 


são Fig. 2f e 29, respectivamente.) 
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Formação de células iPS). De fato, as células iPS podem ser usadas para subs- 
tituir as células ICM em um embrião e gerar camundongos adultos cujos teci- 
dos são derivados unicamente das células iPS. 

Neste capítulo, serão abordados os diferentes mecanismos para alcançar 
a expressão gênica diferencial durante o desenvolvimento animal. Na primei- 
ra metade deste capítulo, será descrito como as células se intercomunicam 
durante o desenvolvimento para garantir que cada uma expresse o conjunto 
específico de genes necessário para o seu desenvolvimento adequado. Então, 
são descritos exemplos simples de cada uma dessas estratégias. Na segunda 
metade deste capítulo, será discutido como essas estratégias são utilizadas jun- 
to com os mecanismos de regulação transcricional, descritos no Capítulo 19, 
para controlar o desenvolvimento de todo um organismo - neste caso, a 
mosca-da-fruta. Na parte final do capítulo, discute-se como as alterações na 
regulação gênica podem causar diversidade da morfologia animal durante a 
evolução. Uma classe particularmente importante de genes de controle do 
desenvolvimento, os genes homeóticos, é descrita. 


DURANTE O DESENVOLVIMENTO, AS CÉLULAS SÃO 
INSTRUÍDAS A EXPRESSAR CONJUNTOS ESPECÍFICOS 
DE GENES POR MEIO DE TRÊS ESTRATÉGIAS 


Já foi visto como a expressão gênica pode ser controlada pelos “sinais” que 
uma célula recebe de seu ambiente. Por exemplo, em Escherichia coli, o açú- 
car lactose ativa a transcrição do óperon lac, enquanto nos mamíferos, a in- 
fecção viral ativa a expressão do gene do interferon B. Neste capítulo, serão 
discutidas as estratégias usadas para instruir células geneticamente idênticas 
a expressarem diferentes conjuntos de genes e, assim, a se diferenciarem em 
diversos tipos celulares. As três estratégias principais são a localização do 
mRNA, o contato célula a célula e a sinalização por meio da difusão 
de uma molécula sinalizadora secretada (Fig. 21-1). Nas próximas se- 
ções, cada uma dessas estratégias será apresentada brevemente. 


Alguns mRNAs localizam-se em regiões 
específicas nos ovos e embriões devido a uma 
polaridade intrínseca do citoesqueleto 


Uma estratégia para estabelecer diferenças entre duas células geneticamen- 
te idênticas é distribuir assimetricamente uma molécula reguladora essencial 
durante a divisão celular, garantindo, assim, que as células-filhas recebam 
quantidades distintas desse regulador e, por isso, sigam diferentes vias de de- 
senvolvimento. Em geral, essa molécula distribuída assimetricamente é um 
mRNA. Esses mRNAs podem codificar proteínas de ligação ao RNA ou molé- 
culas de sinalização para as células, porém, mais frequentemente, codificam 
ativadores ou repressores transcricionais. Apesar da diversidade de funções de 
seus produtos proteicos, existe um mecanismo comum para a localização dos 
mRNAs. Eles são transportados por elementos do citoesqueleto, filamentos de 
actina ou microtúbulos. Nesse processo, a assimetria é dada pela assimetria 
intrínseca desses elementos. 

Filamentos de actina e microtúbulos sofrem crescimento dirigido nas ex- 
tremidades + (Fig. 21-2). Uma molécula de RNA pode ser transportada de 
uma extremidade da célula para outra por uma proteína “adaptadora”, que 
se liga a uma sequência específica da região não traduzida 3' (3-UTR) de 
um mRNA. As proteínas adaptadoras contêm dois domínios. Um reconhece a 
3"-UTR do mRNA, enquanto o outro se associa com um componente especi- 
fico do citoesqueleto, como a miosina. Dependendo do adaptador específico 
utilizado, o complexo mRNA-adaptador é “arrastado” deslizando ao longo 
de um filamento de actina ou move-se diretamente com a extremidade + de 
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FIGURA 21-1 As três estratégias 
para início da atividade gênica dife- 
rencial durante o desenvolvimento. 
(a) Em alguns animais, certos RNAs "ma- 
ternos” presentes no óvulo tornam-se 
localizados antes ou depois da fertiliza- 
ção. Neste exemplo, um mRNA específico 
(traços em verde) é localizado na região 
vegetativa (inferior), após a fertilização. 
(b) A célula A precisa interagir fisicamente 
com a célula B para estimular o receptor 
presente na superfície desta célula B. Isso 
ocorre porque o “ligante” produzido pela 
céula A está ligado à membrana citoplas- 
mática. (©) Neste exemplo de sinalização 
à distância, a célula O secreta uma molé- 
cula sinalizadora que se difunde através 
da matriz extracelular, Diferentes células 
(1, 2, 3) recebem o sinal e, então, sofrem 
alterações em sua atividade gênica 


filamento polarizado de actina 


FIGURA 21-2 Uma proteína adap- 
tadora liga-se às sequências específi- 
cas da 3-UTR do mRNA. O adaptador 
também se liga à miosina, que ”desli- 
za” ao longo do filamento de actina, de 
modo dirigido, da extremidade "-” para a 
extremidade crescente "+" do filamento. 
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um microtúbulo em crescimento. Veremos como esse processo básico é usado 
para localizar determinantes de mRNA no ovo ou, após a mitose, para restrin- 
gir um determinante a apenas uma das duas células-filhas. 


Contatos célula a célula e moléculas secretadas 
de sinalização celular promovem alterações 
na expressão gênica de células vizinhas 


Uma célula pode influenciar os genes a serem expressos nas células vizi- 
nhas, produzindo proteínas de sinalização extracelular. Essas proteínas são 
sintetizadas na primeira célula e depositadas na membrana citoplasmática 
da mesma célula ou secretadas para a matriz extracelular. Essas duas ações 
apresentam características em comum e, por isso, serão aqui consideradas em 
conjunto. Depois, será visto como os sinais secretados podem ser utilizados 
de outras maneiras. 

Um determinado sinal (de qualquer tipo) geralmente é reconhecido por 
um receptor específico na superfície das células receptoras. Quando esse re- 
ceptor se liga à molécula sinalizadora, desencadeia alterações na expressão 
gênica da célula receptora. Em geral, essa comunicação do receptor de super- 
fície celular com o núcleo envolve as vias de transdução de sinal, como 
as abordadas no Capítulo 19. A seguir, são apresentadas resumidamente as 
características básicas destas vias. 

Às vezes, as interações entre o ligante e o receptor induzem uma cascata 
enzimática que, ao fim, modifica as proteínas reguladoras já presentes no nú- 
cleo (Fig. 21-3a). Em outros casos, os receptores ativados provocam a libera- 
ção de proteínas de ligação ao DNA da superfície celular ou do citoplasma no 
núcleo (Fig. 21-3b). Essas proteínas reguladoras ligam-se às sequências espe- 
cíficas de reconhecimento de DNA e ativam ou reprimem a expressão gênica. 
A ligação desses ligantes também pode promover a clivagem proteolítica do 
receptor. Neste caso, após a clivagem, o domínio intracitoplasmático do re- 
ceptor é liberado da superfície celular e entra no núcleo, onde se associa com 
as proteínas de ligação ao DNA e influencia o modo de regulação da transcri- 
ção dos genes aos quais estão associadas (Fig. 21-30). Por exemplo, a proteína 
transportada poderia converter um repressor de transcrição em um ativador. 
Neste caso, os genes-alvo que eram reprimidos antes da sinalização são, agora, 
induzidos. Neste capítulo, serão considerados exemplos de cada uma dessas 
variações da sinalização celular. 

As moléculas sinalizadoras que permanecem na superfície controlam ape- 
nas a expressão gênica nas células que estão em contato físico direto com a 
célula sinalizadora. Esse processo é referido como contato célula a célula. 
Em contrapartida, as moléculas sinalizadoras que são secretadas na matriz 
extracelular podem atuar a grandes distâncias. Algumas difundem-se a distân- 
cias equivalentes a apenas 1 a 2 diâmetros celulares, mas outras podem atuar 
em um âmbito de 50 células ou mais. Às vezes, as moléculas de sinalização de 
longo alcance são responsáveis pela informação posicional, que será discutida 
na próxima seção. 


FIGURA 21-3 Diferentes mecanismos de transdução de sinais. Um ligante (ou “mo- 
lécula sinalizadora”) liga-se a um receptor de superfície celular. (a) O receptor ativado induz 
quinases celulares latentes levando à fosforilação de proteinas de ligação ao DNA, no núcleo. 
Essa fosforilação faz a proteina reguladora ativar (ou reprimir) a transcrição de genes especi- 
ficos. (b) O receptor ativado libera no citoplasma uma proteina de ligação ao DNA dormente 
que, agora, pode entrar no núcieo. No núcleo, a proteina reguladora ativa (ou reprime) a 
transcrição de genes específicos. (c) O receptor ativado é clivado por proteases celulares e sua 
peço ferra ai no NAKS é ii cm prokras Epee ias e onça aa DNA 
proteico resultante ativa a transcrição de genes 
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Gradientes de moléculas de sinalização secretadas 
podem instruir as células a seguirem vias de 
desenvolvimento com base em sua localização 


Um tema recorrente quando se estuda o desenvolvimento é a importância 
da posição de uma célula, em um embrião ou em um órgão em desenvolvi- 
mento, para a determinação do seu destino. As células localizadas na parte 
frontal de um embrião de Drosophila (i.e., nas regiões anteriores) formarão 
partes da cabeça do adulto, como a antena ou o cérebro, mas não se desenvol- 
verão em estruturas posteriores, como o abdome ou a genitália. As células 
localizadas na superfície superior, ou dorsal, de um embrião de rā podem 
desenvolver-se em partes da coluna, no girino ou no adulto, mas não for- 
mam tecidos ventrais, ou “da barriga”, como os intestinos. Esses exemplos 
ilustram o fato de que o destino de uma célula — o que ela será no adulto - é 
limitado pela sua localização no embrião em desenvolvimento. A influência 
da localização no desenvolvimento é chamada de informação posicional. 

O modo mais comum de estabelecer a informação posicional envolve 
uma simples extensão de uma das estratégias já encontradas no Capítulo 19 
— o uso de moléculas de sinalização secretadas (Fig. 21-4). Um pequeno grupo 
de células sintetiza e secreta uma molécula de sinalização, que será distribuída 
em um gradiente extracelular (Fig. 21-43). As células localizadas perto da 
“fonte” recebem altas concentrações da proteína secretada e desenvolvem- 
-se em um determinado tipo celular. As células localizadas progressivamen- 
te mais longe seguem diferentes vias de desenvolvimento, porque recebem 
concentrações mais baixas da molécula sinalizadora. Às vezes, as moléculas 


c 
niveis de fatores 


| 
ji 
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ativados nos núcleos. 
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FIGURA 21-4 Um grupo de células 
produz uma molécula de sinalização, 
ou mortógeno, que se difunde pela 
matriz extracelular. (a) As células 1, 2 e 
3 recebem quantidades progressivamente 
menores da molécula de sinalização por 
estarem progressivamente mais distantes 
da origem. (b) As células 1, 2 e 3 con- 
têm progressivamente menos receptores 
de superfície ativados. (c) As três células 
contêm níveis diferentes de uma ou mais 
proteinas reguladoras. No panorama mais 
simples, há uma correlação linear entre re- 
ceptores de superfície celular ativados e a 
quantidade de fator de regulação que in- 
gressa no núcleo. (d) Os diferentes niveis 
de fator regulador levam à expressão de 
diferentes conjuntos de genes. A célula 1 
expressa os genes A, B e C porque contém 
os níveis mais altos do fator de regulação. 
A célula 2 expressa os genes B e C, mas 
não A, porque contém níveis intermediá- 
rios do fator regulador. Esses níveis são 
insuficientes para ativar o gene A. Final- 
mente, a célula 3 contém os níveis mais 
baixos do fator regulador e só expressa o 
gene C, porque a expressão dos genes A e 
B exige níveis mais elevados do fator. 
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de sinalização que controlam a informação sobre o posicionamento são cha- 
madas morfógenos. 

As células localizadas próximas à fonte do morfógeno recebem altas con- 
centrações da molécula sinalizadora e, portanto, alcançam o pico da ativação 
dos receptores específicos da superfície celular que se ligam a ela. Em con- 
trapartida, as células localizadas longe da origem recebem baixos níveis de 
sinal e, consequentemente, apenas uma pequena fração de seus receptores 
de superfície celular são ativados. Considere-se uma fileira com três células 
adjacentes à origem de um morfógeno secretado. Cerca de 1.000 receptores 
são ativados na primeira célula, enquanto 500 receptores são ativados na cé- 
lula seguinte e apenas 200 na próxima (Fig. 21-4b). Esses diferentes níveis de 
ocupação dos receptores são diretamente responsáveis pela expressão gênica 
diferencial das células responsivas. 

Como se viu, a ligação de moléculas sinalizadoras aos receptores de super- 
fície celular resulta (de um modo ou de outro) no aumento da concentração 
de reguladores específicos da transcrição no núcleo celular na sua forma ativa. 
Cada receptor controla um regulador (ou mais) de transcrição específico, que 
por sua vez controla a expressão de determinados genes. O número de recep- 
tores de superfície celular ativados pela ligação de um morfógeno determina 
quantas moléculas da proteína reguladora aparecem no núcleo. A célula mais 
próxima da origem de morfógeno — contendo 1.000 receptores ativados - terá 
altas concentrações do ativador de transcrição em seu núcleo (Fig. 21-4c). Em 
contrapartida, as células mais afastadas da origem conterão níveis interme- 
diários e baixos do ativador, respectivamente. Portanto, existe uma correlação 
entre o número de receptores ativados na superfície celular e a quantidade de 
regulador de transcrição presente no núcleo. Como esses níveis diferentes do 
mesmo regulador de transcrição são capazes de desencadear diferentes pa- 
drões de expressão gênica em diferentes células? 

No Capítulo 18, aprendeu-se que uma pequena alteração nos níveis do 
repressor de À determina se uma célula bacteriana infectada será lisada ou 
“lisogenizada”. Da mesma maneira, pequenas alterações na quantidade do 
morfógeno e, portanto, pequenas diferenças nos níveis de um regulador de 
transcrição no núcleo determinam a identidade da célula. Células que con- 
têm altas concentrações de um determinado regulador transcricional expres- 
sam vários genes-alvo que estão inativos nas células com níveis intermediá- 
rios ou baixos do mesmo regulador (Fig. 21-4d). A regulação diferencial da 
expressão gênica por diferentes concentrações de uma proteina reguladora é 
um dos mecanismos mais importantes e disseminados encontrados na bio- 
logia do desenvolvimento. Ao longo deste capítulo, serão examinados vários 
exemplos. 


EXEMPLOS DAS TRÊS ESTRATÉGIAS 
PARA O ESTABELECIMENTO DA 
EXPRESSÃO GÊNICA DIFERENCIAL 


O repressor localizado Ash1 controla os tipos acasalantes, 
nas leveduras, pelo silenciamento do gene HO 


Antes de descrever a localização do mRNA em embriões animais, será abor- 
dado um caso de um eucarioto unicelular relativamente simples, a levedura 
Saccharomyces cerevisiae. Esta levedura pode crescer como células haploides, 
que se dividem por brotamento (gemação) (Fig. 21-5). Os cromossomos repli- 
cados são distribuídos entre duas células assimétricas — uma célula maior, a 
genitora ou célula-mãe, e um broto, menor, ou célula-filha (Fig. 21-53). Essas 
células podem ser de dois tipos acasalantes, chamados a e a, como discutido 
nos Capítulos 11 e 19. 
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Uma célula-mãe e sua célula-filha podem apresentar tipos acasalantes 
diferentes. A diferença surge por meio de um processo chamado alternân- 
cia do tipo acasalante. Após o brotamento para gerar uma célula-filha, a 
célula-mãe pode mudar” de tipo acasalante. Assim, por exemplo, uma célula 
a pode originar uma célula-filha a, mas, subsequentemente, mudar para o 
tipo acasalante a (Fig. 21-5b). 

Essa alteração é controlada pelo produto do gene HO. No Capítulo 11, 
viu-se que a proteína HO é uma endonuclease sequência-específica. Ela de- 
sencadeia a conversão gênica no locus do tipo acasalante, introduzindo uma 
quebra na dupla-fita de um dos dois cassetes silenciosos de tipos acasalantes. 
Também foi visto, no Capítulo 19, como HO é ativada na célula-mãe. Na 
célula-filha, HO é mantida silenciada devido à expressão seletiva de um re- 
pressor chamado Ash1 (Fig. 21-6), e é por isso que a célula-filha não altera seu 
tipo acasalante, O gene ash1 é transcrito na célula-mãe antes do brotamento, 
mas o RNA codificado é localizado na célula-filha por meio do seguinte pro- 
cesso. Durante o brotamento, o mRNA de ash! liga-se às extremidades em 
crescimento dos microtúbulos. Várias proteínas atuam como “adaptadores” 
que se ligam à 3'-UTR do mRNA de ash] e também aos microtúbulos. Estes 
estendem-se do núcleo da célula-mãe até o local do brotamento e, por esta 
via, o mRNA de ash] é transportado para a célula-filha. Uma vez dentro da 
célula-filha, o mRNA de ash1 é traduzido em uma proteína repressora, que se 
liga ao gene HO e inibe a transcrição deste. Esse silenciamento da expressão 
de HO na célula-filha impede que ela sofra alteração do tipo acasalante. 

Na segunda metade deste capítulo, será vista a localização dos mRNAs 
usados no desenvolvimento do embrião de Drosophila. Mais uma vez, essa 
localização é mediada por proteínas adaptadoras que se ligam aos mRNAs, 
especificamente, às sequências encontradas nas 3/-UTRs (ver Quadro 21-2, 
Revisão sobre o citoesqueleto: assimetria e crescimento). 

Um segundo princípio geral que emerge dos estudos sobre troca de tipo 
acasalante em leveduras é visto novamente quando se considera o desenvol- 
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FIGURA 21-5 Uma célula haploide 
de levedura do tipo acasalante a so- 
fre brotamento, produzindo uma 
célula-mãe e uma célula-filha menor. 
(a) Inicialmente, ambas as células são do 
tipo acasalante a, mas, às vezes, a célula- 
-mãe pode sofrer uma alteração para o 
tipo a. (b) A célula-filha não pode sofrer 
alteração, porque não pode expressar o 
gene HO, devido ao repressor transcricio- 
nal localizado Ash1. Em contrapartida, a 
célula-mãe pode sofrer alteração porque 
não tem Ashl e pode expressar HO. 
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FIGURA 21-6 Localização do mRNA de ash? durante o brotamento. (a) O gene ash? 
é transcrito na céluia-mãe durante o brotamento. O mRNA codificado move-se da célula-mãe 
para o broto, deslizando ao longo de filamentos polarizados de actina. O movimento é direcio- 
nal einicia na extremidade "-" do filamento, estendendo-se com o crescimento da extremidade 
“+”. (b) O transporte do mRNA de ash? depende da ligação das proteinas adaptadoras She2 
e She3 às sequências específicas contidas na 3º-UTR. Essas proteinas adaptadoras ligam-se à 
miosina, que desliza” ao longo do filamento de actina e traz consigo o mRNA de ash1. (Adap- 
tada, com permissão, de Alberts B. et al. 2002. Molecular biology of the cell, áth ed., p, 971, 
Fig. 16-84a. © Garland SciencerTaylor & Francis LLC) 


vimento de Drosophila: a interação entre ativadores amplamente distribuídos 
e repressores localizados para estabelecer padrões precisos de expressão gêni- 
ca em células individuais. Em leveduras, a proteína SWIS é responsável pela 
ativação da expressão do gene HO (ver Cap. 19). Este ativador está presente 
na célula-mãe e na célula-filha durante o brotamento, mas sua capacidade de 
ativar HO está restrita à célula-mãe, devido à presença do repressor Ash1 na 
célula-filha. Em outras palavras, Ash1 mantém o gene HO desligado na célula- 
-filha, apesar da presença de SWIS. 


Um mRNA localizado inicia a diferenciação 
muscular no embrião da ascídia 


Os mRNAs localizados podem estabelecer a expressão gênica diferencial entre 
células geneticamente idênticas de um embrião em desenvolvimento. Assim 
como nas leveduras, em que o destino da célula-filha é limitado em função 
da herança do mRNA de ash1, as células de um embrião em desenvolvimento 
podem ser instruídas a seguir vias específicas de desenvolvimento por meio 
da herança de mRNAs localizados. 

Como exemplo, é considerada a diferenciação muscular em embriões de 
ascídias. Macho-1 é um dos principais determinantes para programação de 
células para formar músculos da cauda em embriões iniciais de ascídias. 

Inicialmente, o mRNA de Macho-1 está distribuído por todo o citoplasma 
dos óvulos não fertilizados, mas, logo após a fertilização, ele é restringido ao 
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citoplasma do polo vegetativo (inferior) (Fig. 21-7). Finalmente, no embrião 
com apenas oito células, esse mRNA é herdado por apenas duas células, e es- 


sas células continuam a formação dos músculos caudais. 


O mRNA de Macho-1 codifica uma proteína dedo de zinco, de ligação ao 
DNA, supostamente capaz de ativar a transcrição de genes específicos de mús- 
culos, como da tropomisina. Esses genes são expressos apenas nos músculos, 
porque o Macho-1 é produzido apenas nessas células. Na segunda parte deste 
capítulo, será visto como as proteínas reguladoras, sintetizadas por mRNAs 
localizados no embrião de Drosophila, ativam e reprimem a expressão gênica 


e controlam a formação de diferentes tipos celulares. 


CONCEITOS AVANÇADOS 


Quadro 21-2 Revisão sobre o citoesqueleto: assimetria e crescimento 


O citoesqueleto é composto por três tipos de filamentos: fila- 
mentos intermediários, filamentos de actina e microtúbulos. 
Os filamentos de actina e os microtúbulos são usados para 
localizar mRNAs específicos em diversos tipos celulares dife- 
rentes, inclusive brotos de levedura e oócitos de Drosophila. 
Os filamentos de actina são formados por polímeros de acti- 
na, Estes são organizados em duas hélices paralelas que com- 
pletam uma volta a cada 37 nm. Cada monômero de actina 
possui a mesma orientação no polímero, o que resulta em 
nítida polaridade, A extremidade mais (+) cresce mais rápido 
do que a extremidade menos (-) e, consequentemente, os 
MRNAs designados para localização deslocam-se junto com a 
extremidade crescente "+" (Fig. 1 deste quadro). 

Os microtúbulos são compostos por polímeros da pro- 
teina chamada tubulina, que é um heterodímero composto 
por cadeias a e B relacionadas. Os heterodimeros de tubu- 
lina formam protofilamentos longos e assimétricos. Todos 
os heteradímeros de tubulina têm a mesma orientação no 
protofilamento. Treze protofilamentos diferentes associam- 
-se, formando um microtúbulo cilíndrico, e todos estão ali- 
nhados paralelamente. Portanto, assim como nos filamentos 
de actina, existe polaridade intrínseca nos microtúbulos, com 
a extremidade "+" crescendo rapidamente e a extremidade 
*—* mais estável (Fig. 2 deste quadro). 

A actina e a tubulina atuam como enzimas, A actina 
catalisa a hidrólise de ATP em ADP, enquanto a tubulina 
hidrolisa GTP em GDP. Essas atividades enzimáticas são 
responsáveis pelo crescimento dinâmico, ou "helicoidal", 
observado nos filamentos de actina e nos microtúbulos. 
Caracteristicamente, são as subunidades de actina ou tu- 
bulina da extremidade “—" do filamento que promovem a 
hidrólise do ATP ou do GTP e, por isso, essas subunidades 
são mais instáveis e soltas na extremidade “-”. Em contra- 
partida, as subunidades recém-adicionadas à extremidade 
"+" não hidrolisaram ATP ou GTP. e isso torna-as os compo- 
nentes mais estáveis do filamento. 

O crescimento dirigido de filamentos de actina ou mi- 
crotúbulos nas extremidades "+" depende de uma variedade 
de proteinas que se associam ao citoesqueleto. Uma delas é 
a profilina, que interage com os monômeros de actina, au- 
mentando sua incorporação na extremidade “+” de cresci- 
mento dos filamentos de actina. Demonstrou-se que outras 
proteínas estimulam o crescimento dos protofilamentos de 
tubulina nas extremidades “+” dos microtúbulos. 


a o) 


37 nm 


QUADRO 21-2 FIGURA 1 Estruturas do monômero 
e do filamento de actina. Estrutura do cristal do monômero 
de actina. (2) Os quatro domínios do monômero estão mos- 
trados, em cores diferentes, com ATP (em vermelho e amare- 
lo) no centro. A extremidade "-” do monômero está na parte 
superior; a extremidade “+” está na parte inferior. (Otterbein 
LR. et al. 2001. Science 293: 708-711. Imagem preparada com 
MolScript, BobScript e Raster3D.) (b) Os monômeros são uni- 
dos, formando um filamento de hélice simples. 


(continua) 


QUADRO 21-2 FIGURA 2 Estruturas do monômero e do filamento de tubulina. (a) Estrutura do cristal de tubulina 
monomérica com as suas subunidades a (em azul-turquesa) e B (em roxo). As moléculas de GTP em cada subunidade são 
vermelhas e amarelas, (De Lowe J. et al. 2001. J. Mol. Biol. 313: 1045-1057. Imagem preparada com MolScript, BobScript e 
Raster3D,) (b) O protofilamento da tubulina consiste em monômeros adjacentes dispostos em uma mesma orientação. 


FIGURA 21-7 O mRNA de Macho-1 
torna-se localizado no óvulo fertili- 
zado de uma ascídia. (a) Inicialmente, 
o mRNA está distribuido por todo o cito- 
plasma dos óvulos não tertilizados. Ao ser 
fertilizado, o ovo é induzido a uma divisão 
altamente assimétrica, produzindo um pe- 
queno corpúsculo palar (topo). Ao mesmo 
tempo, o mRNA de Macho-1 é localizado 
nas regiões inferiores (vegeiativas). Pou- 
co depois, e bem antes da primeira divi- 
são do embrião de uma célula, o mRNA 
de Macho-1 sofre um segundo evento 
de localização. Isso ocorre durante a se- 
gunda divisão meiótica do ovo, também 
altamente assimétrica. (b) O mRNA de 
Macho-1 está localizado em um quadran- 
te específico do embrião de uma célula, 
que corresponde aos futuros blastômeros 
B4.1, Essas células geram os músculos 
caudais. (a, Adaptada, com permissão, de 
Nishida H. e Sawada K 2001, Nature 409: 
725, Fig. 1ce. © Macmillan.) 


a mapasa petata 
ôvulo não fertlizado primeira fase segunda fase 
da segregação da segregação. 
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O contato célula a célula provoca a expressão gênica 
diferencial na bactéria esporulada Bacillus subtilis 


A segunda principal estratégia para estabelecer expressão gênica diferencial 
é o contato célula a célula. Novamente, a discussão é iniciada com um caso 
relativamente simples, o da bactéria Bacillus subtilis. Em condições adversas, 
B. subtilis pode formar esporos. A primeira etapa desse processo é a formação 
de um septo, localizado assimetricamente no esporângio, o genitor do esporo. 
O septo produz duas células de tamanhos diferentes, que permanecem ligadas 
através de membranas confinantes. A célula menor é chamada pré-esporo, 
e originará o esporo após uma série de eventos. A célula maior é chamada cé- 
lula-mãe; ela auxilia no desenvolvimento do esporo (Fig. 21-8). O pré-esporo 
influencia a expressão dos genes da célula-mãe vizinha, da maneira descrita 
a seguir, 

O pré-esporo contém uma forma ativa de um fator o específico, o o”, que 
está inativo na célula-mãe. No Capítulo 18, viu-se como os fatores o se as- 
sociam à RNA-polimerase e selecionam promotores-alvo específicos para ex- 
pressão. O fator o” ativa o gene spolIR, que codifica uma proteína sinalizadora 
secretada. SpolIR é secretada no espaço entre as membranas confiantes da 
célula-mãe e do pré-esporo, onde desencadeia o processamento proteolítico 
do pro-a! na célula-mãe. Pro-a” é um precursor inativo do fator o". A pro- 
teína pro-o” possui um domínio inibidor N-terminal que bloqueia a atividade 
de a” e liga a proteina à membrana da célula-mãe (Fig. 21-8). SpolIR induz 
a clivagem proteolítica do peptídeo aminoterminal e a liberação da forma 
madura e ativa de o” da membrana. o” ativa um conjunto de genes na célula- 
-mãe diferente dos expressos no pré-esporo. Neste exemplo, SpolIR atua como 
molécula sinalizadora que age na interface entre o pré-esporo e a célula-mãe, 
promovendo expressão gênica diferencial na célula-mãe confinada por meio 
do processamento de o”, A indução requer contato célula a célula porque o 
pré-esporo produz pequenas quantidades de SpolIR que podem interagir com 
a célula-mãe confinada mas são insuficientes para desencadear o processa- 
mento de o” nas outras células da população. 


O comutador da regulação nervo-pele no sistema nervoso 
central de insetos é controlado pela sinalização por Notch 


Agora nos voltamos para um exemplo de contato célula a célula em um em- 
brião de animal que é surpreendentemente semelhante ao recém-descrito em 
B. subtilis. No exemplo anterior, SpolIR causa a ativação proteolítica de o”, 
que, em seu estado ativo, dirige a RNA-polimerase para sequências promo- 
toras de genes específicos. No próximo exemplo, um receptor de superfície 
celular é clivado e o domínio intracitoplasmático é transferido para o núcleo, 
onde se liga a uma proteína de ligação ao DNA sequência-específica, que ativa 
a transcrição de genes selecionados. 


743 


FIGURA 21-8 A assimetria na ati- 
vidade gênica da célula-mãe e do 
pré-esporo de 8. subtilis depende 
da ativação de diferentes classes de 
fatores o. O gene spoliR é ativado por 
o” no pré-esporo, A proteína codificada, 
SpollR, associa-se ao septo que separa a 
célula-mãe (à esquerda) e o pré-esporo 
(à direita). Ela desencadeia o processa- 
mento proteolítico de uma forma inativa 
de o! (pro-o') na célula-mãe. A proteina 
o” ativada resulta no recrutamento da 
RNA-polimerase e na ativação de genes 
especificos na célula-mãe, (Redesenhada, 
com permissão, de Stragier P. e Losick R. 
1996. Annu. Rev. Genet. 30: 297-341, 
Fig. 3a. © Annual Reviews) 
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FIGURA 21-9 O ectoderma neu- 


rogênico forma dois tipos celulares 
principais: neurônios e células da 
pele (ou epiderme). (2) As células do 
ectoderma neurogênico inicial podem 
formar ambos tipos de células. Entretan- 
to, quando uma das células começa a for- 
mar um neurônio ou “neurobiasto” (célu- 
la escura no centro da grade de células), 
ela inibe todas as células vizinhas com as 
quais tem contato direto, (b) Esta inibição 
faz a maioria das células permanecer na 
superficie do embrião e formar células da 
pele, Ao contrário, o neurônio em desen- 
volvimento move-se para a fenda do em- 
brião e forma neurônios 


Para estudar esse exemplo, é necessário primeiro descrever brevemen- 
te o desenvolvimento do sistema nervoso ventral nos embriões de insetos 
(Fig. 21-9). Este sistema funciona de modo comparável à medula espinal de 
humanos. Ele é originado a partir de um folheto de células chamado ectoder- 
ma neurogênico. Esse tecido divide-se em duas populações de células: um 
grupo permanece na superfície do embrião e forma a pele ventral (ou epider- 
me); e a outra população se desloca para o interior do embrião, para formar os 
neurônios do sistema nervoso ventral (Fig. 21-9a). A decisão sobre tornar-se 
pele ou neurônio é reforçada pela sinalização entre as duas populações. 

Os neurônios em desenvolvimento contêm uma molécula sinalizadora 
em sua superfície chamada Delta, que se liga a um receptor nas células da 
pele chamado Notch (Fig. 21-9b). A ativação do receptor de Notch por Delta 
impede que as células cutâneas se desenvolvam em neurônios. Isto ocorre 
porque a ativação promove a liberação do domínio intracitoplasmático de 
Notch (Notch) da membrana celular, que entra no núcleo, onde se associa a 
uma proteína de ligação ao DNA chamada Su(H). O complexo Su(H)-Notch!” 
resultante ativa genes que codificam repressores transcricionais que blo- 
queiam o desenvolvimento de neurônios. 

A sinalização por Notch não causa apenas uma simples indução da pro- 
teína ativadora Su(H), mas também desencadeia uma comutação reguladora 
do tipo liga/desliga. Na ausência de sinalização, Su(H) está associada a vá- 
rias proteínas, incluindo Hairless, CtBP e Groucho (Fig. 21-10). Su(H), com- 
plexada a qualquer uma dessas proteínas, reprime ativamente os genes-alvo 
de Notch. Quando Notch' entra no núcleo, desloca as proteinas repressoras 
complexadas com Su(H), transformando esta proteína em um ativador. Deste 
modo, agora Su(H) ativa exatamente os mesmos genes que antes reprimia. 

A sinalização Delta-Notch depende do contato célula a célula. Para ativar 
a sinalização por Notch e inibir a diferenciação em neurônios, as células que 
apresentam o ligante Delta (as precursoras de neurônios) têm de estar em 
contato físico direto com as células que contêm os receptores de Notch (as de 
epiderme). Na próxima seção, será visto um exemplo de uma molécula de si- 
nalização secretada que influencia a expressão gênica de células distantes das 
células que enviam o sinal. 


Um gradiente do morfógeno Sonic hedgehog 
controla a formação de diferentes neurônios 
no tubo neural de vertebrados 


Agora, será discutido o caso de uma molécula sinalizadora de longo alcance, 
um morfógeno, que impõe uma informação posicional sobre um órgão em 
desenvolvimento. Neste exemplo, continua a discussão sobre diferenciação 
neuronal, porém, no tubo neural de vertebrados. Em todos os embriões de 
vertebrados, há uma fase em que as células localizadas ao longo do futuro 
dorso — o ectoderma dorsal — deslocam-se de modo coordenado para as re- 
giões internas do embrião e formam o tubo neural, o precursor da medula 
espinal do adulto. 

As células localizadas na região mais ventral do tubo neural formam uma 
estrutura especializada, chamada placa inferior (floorplate). A placa infe- 
rior é o sítio da expressão de uma molécula sinalizadora secretada, chamada 
Sonic hedgehog (Shh), um morfógeno que atua em gradiente. 

A molécula Shh é secretada pela placa inferior e forma um gradiente ex- 
tracelular na metade ventral do tubo neural. Neste local, os neurônios de- 
senvolvem-se nos diferentes tipos celulares, de acordo com a quantidade de 
proteína Shh que recebem. Isso é determinado por sua localização em relação 
à placa inferior; as células mais próximas recebem as concentrações mais altas 
de Shh, enquanto as mais distantes recebem níveis mais baixos. O gradiente 
extracelular de Shh leva à especificação de três tipos de células neuronais: V3, 
MN e V2. Estas células estão localizadas progressivamente mais distantes da 
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FIGURA 21-10 Comutador regulador Notch-Su(H). O neurônio em desenvolvimento 


(neuroblasto) não expressa genes repressores neuronais (topo), Estes genes são mantidos des- DESLIGADO 
ligados por uma proteina de ligação ao DNA chamada Su(H) e proteinas correpressoras asso- 


ciadas (Hairless, CtBP, Groucho). O neuroblasto expressa uma molécula de sinalização chamada 


Deita, que se liga à superficie celular. Delta liga-se ao receptor de Notch das células vizinhas, gene repressor 
que estão em contato fisico direto com o neurônio. As interações Delta-Notch provocam a ati- contato céia | neuronal genes-alvo 


vação do receptor de Notch nas células vizinhas, que se diferenciam em epiderme. O receptor acóluia 
de Notch ativado é clivado por proteases celulares (“tesouras”), e a região intracitoplasmática X 

do receptor é liberada no núcleo. Essa parte da proteina Notch faz a proteína reguladora Su(H) 
atuar como ativador e não como repressor. Como consequência, os genes repressores neuronais 
ficam ativados nas células epidérmicas, de modo que elas não se desenvolvem em neurônios. 


placa inferior do tubo neural e expressam diferencialmente três genes regula- 
dores: Nkx2.2, Olig2 e Pax6, respectivamente (ver Fig. 21-11). 

Inicialmente, Pax6 é expresso em todo o presumível tubo neural (tem- 
po ty Fig. 21-11b). Células localizadas próximas à placa inferior — que rece- 
bem as maiores concentrações de Shh — adquirem a maior atividade de Gli, o 
efetor transcricional da sinalização de Shh. Em estágios iniciais, tempo t,, as 
concentrações iniciais do ativador Gli são suficientes para induzir a expres- 
são de Olig2 (Fig. 21-11b). Em estágios subsequentes, a indução sustentada 
de Shh aumenta os níveis de Gli no tubo neural ventral, levando à ativação 
de Nkx2.2 (tempo t, Fig. 21-11b). Interações repressivas cruzadas mantêm 
a expressão sequencial de Nkx2.2, Olig2 e Pax6, levando à especificação de 
neurônios V3, MN e V2. 

De acordo com um modelo simples de “gradiente de afinidade”, os DNAs 


reguladores dos genes Olig2 e Nkx2.2 devem conter sítios de ligação a Gli a e pe 
com diferentes afinidades. Por exemplo, Olig2 deve ser ativado antes de (genes-ivo de Notch) 


Nkx2.2 porque ele contém sítios de ligação a Gli de alta afinidade que são 
ocupados por baixos níveis do ativador de Gli. Ao contrário, Nkx2.2 deve ser 
regulado por sítios de ligação a Gli de baixa afinidade, necessitando de níveis 
mais altos e sustentados de Shh e do ativador de Gli. 

Estudos recentes sugerem uma visão alternativa: a expressão diferencial 
de Olig2 e Nkx2.2 seria controlada por uma rede de interações gênicas sub- 
jacentes à padronização do tubo neural (ver Fig. 21-11b). Após a ativação de 
Olig2 em regiões ventrais, ele reprime Pax6, criando uma “janela” para a in- 
dução de Nkx2.2, Pax6 é um potente repressor de Nkx2.2, mas não de Olig2. 
A repressão diferencial por Pax6 pode ser um mecanismo crítico para a €x- 
pressão sequencial de Olig2 e Nkx2.2, Talvez os DNAs reguladores de Nkx2.2 
contenham sítios de ligação para o repressor de Pax6, enquanto as sequências 
reguladoras de Olig2 sejam desprovidas destes sítios. 
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FIGURA 21-11 O gradiente extracelular de Shh leva à especificação de três tipos 
de células neuronais. (2) Shh forma um gradiente no tubo neural. (b) Modelo para esta- 
belecimento de padrões mediado pela sinalização de Shh à medida que o desenvolvimento 
progride, (Adaptada, com permissão, de Balaskas N. et al. 2012. Celf 148: 273-284; a parte a 
éafig.1A p. 274; a parte béa Fig. 7A, p. 281. © Elsevier) 
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BIOLOGIA MOLECULAR DA 
EMBRIOGÊNESE DE DROSOPHILA 


Nesta seção, o foco será o desenvolvimento embrionário inicial da mosca-da- 
-fruta, Drosophila melanogaster. Os detalhes moleculares sobre o modo de re- 
gulação do desenvolvimento são mais bem entendidos neste modelo do que 
em qualquer outro embrião animal. Os vários mecanismos de comunicação 
celular, discutidos na primeira metade deste capítulo, e de regulação gênica, 
discutidos nos capítulos anteriores, são reunidos neste exemplo. 

mRNAs localizados e vias de sinalização celular são usados para estabe- 
lecer a informação posicional que resulta em gradientes de proteínas regu- 
ladoras que padronizam os eixos corporais anteroposterior (cabeça-cauda) e 
dorsoventral (costas-ventre). Essas proteínas reguladoras - ativadores e repres- 
sores — controlam a expressão de genes cujos produtos definem diferentes 
regiões do embrião. Um tema recorrente é o uso de DNAs reguladores com- 
plexos - sobretudo, reforçadores complexos — para o controle combinatório 
de padrões altamente definidos de expressão gênica ativa/inativa. 


Uma visão geral da embriogênese de Drosophila 


A vida da mosca-da-fruta começa do mesmo modo que a dos seres humanos: 
os machos adultos inseminam as fêmeas. Um único espermatozoide pene- 
tra no óvulo maduro e os núcleos haploides do espermatozoide e do óvulo 
fundem-se para formar um núcleo “zigótico” diploide. Este núcleo sofre uma 
série de divisões quase sincrônicas, na região central do ovo. Como não há 
membrana plasmática separando os núcleos, o embrião passa a ser o que se 
chama de sincício -isto é, uma só célula com vários núcleos. Na série subse- 
quente de divisões, os núcleos iniciam a migração para o córtex, ou periferia, 
do ovo. Uma vez localizados no córtex, os núcleos sofrem outras três divisões, 
que levam à formação de uma camada única com aproximadamente 6.000 
núcleos circundando o vitelo central. No período de 1 hora, da segunda à 
terceira hora após a fertilização, as membranas celulares são formadas entre 
os núcleos adjacentes. 

As rápidas divisões nucleares que ocorrem durante as primeiras 2 horas da 
embriogênese de Drosophila impedem a expressão precoce de genes críticos de 
padronização. Considere-se o gene da gastrulação curta (sog short gastrulation) 
como exemplo. O gene sog codifica um inibidor da sinalização de BMP que 
é importante para a padronização do ectoderma dorsal durante 2,5 a 3 horas 
após a fertilização. A unidade de transcrição de sog possui 20 kb. A RNA-po- 
limerase II (Pol II) possui uma taxa de alongamento bastante baixa - apenas 
20 pb por segundo. Como resultado, leva aproximadamente 20 minutos para 
a transcrição completa de sog e a síntese do mRNA maduro completo. As pri- 
meiras 11 rodadas de divisões nucleares ocorrem com uma frequência de ape- 
nas 6a 8 minutos e, consequentemente, não há tempo para a Pol II completar 
a transcrição do gene sog durante os breves períodos da interfase destes ciclos 
de divisão. Durante a mitose, Pol II é liberada do molde de cromatina e pre- 
cisa reiniciar a transcrição no início do ciclo de divisão subsequente. Como 
resultado, nenhum mRNA significativo de sog pode ser sintetizado durante 
as primeiras 2 horas de embriogênese. Neste exemplo, o tamanho da unida- 
de de transcrição de sog ajuda a assegurar que os produtos de sog não sejam 
sintetizados até que sejam necessários, 2,5 horas após a fertilização. Existem 
exemplos adicionais de tamanho gênico e ocorrência de grandes íntrons na 
cronologia da expressão gênica durante a embriogênese de Drosophila. Por 
exemplo, o gene homeótico Ubx possui mais de 80 kb de comprimento, e sua 
expressão é atrasada em mais de 1 hora em relação aos genes de segmentação 
coexpressos que contêm íntrons pequenos. 

Antes da formação das membranas celulares, os núcleos são totipoten- 
tes ou não comprometidos: eles ainda não adquiriram uma identidade e ain- 


CAPÍTULO 21 Regulação Gênica no Desenvolvimento e na Evolução 


da podem originar qualquer tipo celular. Logo após a formação das células 
individuais, porém, os núcleos tornaram-se irreversivelmente “determina- 
dos” (ou destinados) a diferenciar-se em tecidos específicos da mosca adulta. 
Este processo é descrito no Quadro 21-3, Visão geral do desenvolvimento de 
Drosophila. Os mecanismos moleculares responsáveis por este processo extra- 
ordinário de determinação são descritos nas seções seguintes deste capítulo. 


Um gradiente regulador controla a padronização 
dorsoventral do embrião de Drosophila 


A padronização dorsoventral do embrião precoce de ila é controlada 
por uma proteína reguladora chamada Dorsal, inicialmente distribuída por 
todo o citoplasma do óvulo não fertilizado. Após a fertilização e após os nú- 
cleos chegarem ao córtex do embrião, a proteina Dorsal entra nos núcleos das 
regiões ventral e lateral, enquanto permanece no citoplasma nas regiões dor- 
sais (Fig. 21-12). Em princípio, a formação do gradiente de Dorsal nos núcleos 
através do embrião é muito semelhante à formação do gradiente do ativador 
Gli nas células ventrais do tubo neural de vertebrados (ver Fig. 21-11). 

O transporte regulado da proteína Dorsal no núcleo é controlado por 
uma molécula celular sinalizadora, chamada Spätzle. Este sinal está distri- 
buído em um gradiente dorsoventral na matriz extracelular, entre a membra- 
na citoplasmática e o invólucro externo do óvulo não fertilizado. Após a ferti- 
lização, Spátzle liga-se ao seu receptor de superfície, chamado Toll. Conforme 
a concentração de Spätzle e, portanto, o grau de ocupação dos receptores em 
determinada região do embrião sincicial, Toll é ativado em maior ou menor 
grau. A ativação de receptores Toll é máxima nas regiões ventrais - onde há 
maior concentração de Spätzle — e progressivamente menor nas regiões mais 
laterais. A sinalização de Toll provoca a degradação de um inibidor citoplas- 


sinal extracelular ventral 
(fragmento de Spätzle) 


espaço 
perivitelinico 
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FIGURA 21-12 Gradientes de 
Spätzle-Toll e Dorsal. (a) Os círculos re- 
presentam cortes transversais de embriðes 
iniciais de Drosophila, O receptor Toll está 
distribuído uniformemente na membrana 
citoplasmática do embrião pré-celular. 
A molécula de sinalização Spätzle está 
distribuída em um gradiente com níveis 
máximos nas regiões mais ventrais. Em 
consequência, são ativados mais recep- 
tores Toll na região ventral do que nas 
regiões laterais e dorsal. Esse gradiente 
na sinalização de Toll gera um amplo gra- 
diente nuclear de Dorsal. (b) Visão lateral 
do embrião com a superfície anterior para 
esquerda e dorsal para cima; detalhes da 
cascata de sinalização por Toll à direita. 
A ativação do receptor Toll leva à ativação 
da quinase Pelle no citoplasma. Pelle, dire- 
ta ou indiretamente, fosforila a proteina 
Cactus, que se liga à proteina Dorsal, ini- 
bindo-a. A fosforilação de Cactus provoca 
sua degradação, de modo que Dorsal é 
liberada do citoplasma para o núcleo, 
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CONCEITOS AVANÇADOS 


Quadro 21-3 Visão geral do desenvolvimento de Drosophila 


Após a fusão dos núcleos haploides do espermatozoide e do 
óvulo, o núcleo diploide do zigoto sofre uma série de 10 cli- 
vagens, rápidas e quase sincrônicas, nas regiões vitelínicas 
centrais do ovo. Grandes arranjos de microtúbulos que ema- 
nam dos centríolos dos núcleos em divisão ajudam a dire- 
cioná-los das regiões centrais para a periferia do ovo (Fig. 1 
deste quadro). Após oito clivagens, os 256 núcleos zigóticos. 
começam a migrar para a periferia. Durante a migração, eles. 
sofrem mais duas clivagens (Fig. 1 deste quadro, ciclo 9 de 
clivagem nuclear). A maioria, mas não todos, dos cerca de 
1.000 núcleos resultantes entram nas regiões corticais do 
óvulo (Fig. 1 deste quadro, ciclo 10 de clivagem nuclear). Os 
restantes ("vitelófagos”) permanecem nas regiões centrais, 
onde desempenham uma função um tanto obscura no de- 
senvolvimento. 

Após a chegada da maioria dos núcleos ao córtex, cerca 
de 90 minutos após a fertilização, eles adquirem, pela pri- 
meira vez, competência para transcrever os genes da Pol Il. 
Assim como em muitos outros organismos, como Xenopus, 
parece haver uma "transição na metade da blástula”, em que 
os blastômeros iniciais (ou núcleos) estão transcricionalmen- 
te silenciosos durante o curto período das mitoses. Embora 
as causas não estejam esclarecidas, parece que o DNA sub- 
metido a intensas explosões de replicação não consegue sus- 
tentar, simultaneamente, a transcrição. Estas e outras obser- 


vações levaram à sugestão de que há uma competição entre 
os grandes complexos macromoleculares que promovem a 
replicação e a transcrição. 

Depois de chegar ao córtex, os núcleos sofrem outros 
três ciclos de clivagens (totalizando 13 divisões após a fertili- 
zação), gerando uma densa compactação de cerca de 6.000 
núcleos em formato colunar circundando o vitelo central 
(Fig. 1 deste quadro, ciclo 14 de divagem nuclear). Tecnica- 
mente, o embrião ainda é um sincício, embora a coloração 
histoquímica de embriões iniciais com anticorpos contra pro- 
teinas do citoesqueleto indique que uma malha altamente 
estruturada envolve cada núcleo. Durante um período de 1 
hora, 2 a 3 horas após a fertilização, o embrião sofre um pro- 
cesso drástico de celularização, no qual as membranas celula- 
res são formadas entre núcleos adjacentes (Fig. 1 deste qua- 
dro, ciclo 14 de clivagem nuclear). Cerca de 3 horas após a 
fertilização, o embrião foi transformado em um blastoderma 
celular comparável a uma “bola oca de células” que caracte- 
riza a blástula da maioria dos embriões, 

O recém-desenvolvido método de SPIM (do inglês, single 
plane illumination microscopy [microscopia de iluminação de 
plano único!) foi usado para preparar imagens detalhadas da 
embriogênese de Drosophila. 

Quando os núcleos migram para o córtex do ovo, são 
totipotentes e podem formar qualquer tipo celular adulto. 


QUADRO 21-3 FIGURA 1 


Embriogênese de Drosophila. Os embriões de Drosophila estão com as futuras cabeças orien- 


tadas para cima. Os números referem-se ao número de clivagens nucleares. Os núcleos do embrião estão corados em branco. 
Por exemplo, o estágio 1 contém o único núcleo zigótico resultante da fusão dos pronúcieos do espermatozoide e do óvulo. 
O material corado nas áreas superiores à direita dos estágios 1 a 7 são corpúsculos polares. O núcleo zigótico do estágio 1 e os 


núcleos dos estágios 2, 3, ..., estão nas regiões centrais do embri 


. O estágio 2 contém dois núcleos, que surgem da primeira 


divisão do núcleo zigótico. No estágio 10, há cerca de 500 núcleos, a maioria deles arranjados em apenas uma camada, situada 
no córtex (a periferia do embrião). No ciclo de clivagem nuclear 14, há mais de 6.000 núcleos densamente compactados em 
uma monocamada no córtex. A celularização ocorre neste estágio. (Cortesia de W. Baker e G. Shubiger) 
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Entretanto, a localização de cada núcleo é que, afinal, deter- 
mina o seu destino. Os cerca de 30 núcleos que migram para 
a região posterior do córtex encontram determinantes protei- 
cos localizados, como Oskar, que programam esses núcleos 
indiferenciados para formarem as células germinativas (Fig. 2 
deste quadro). Entre os possíveis determinantes presentes 
no citoplasma polar estão grandes complexos nucleoprotei- 
cos, chamados grânulos polares, Os núcleos posteriores bro- 
tam do corpo principal do embrião junto com os grânulos 
polares, e as células polares resultantes diferenciam-se em 
espermatozoides ou óvulos, conforme o sexo do embrião. 
A microinjeção de plasma polar em locais anormais, como as 
regiões anterior e central, resulta na diferenciação de células 
polares supranumerárias. 

Os núcleos corticais que não entram no plasma polar 
são destinados a formar os tecidos somáticos. Mais uma 
vez, esses núcleos são totipotentes e podem formar qual- 
quer tipo celular do adulto. Entretanto, em um prazo muito 
curto (não mais de 1 hora), cada núcleo é rapidamente pro- 
gramado (ou especificado) para seguir uma via específica de 
diferenciação. Este processo de especificação ocorre durante 
o período de celularização, embora não haja motivos para 
acreditar que a deposição de membranas celulares entre nú- 
cleos vizinhos seja crucial para determinar o destino celular. 


Ñ) óvulo 


É) fertizado 


| grânulos polares 


SS) vários núcleos 
É) em um sincício 


QUADRO 21-3 FIGURA 2 Desenvolvimento das célu- 
las germinativas. Os grânulos polares localizados no citoplas- 
ma posterior do óvulo não fertilizado contêm determinantes 
de células germinativas e o mRNA Nanos, importante para 
o desenvolvimento dos segmentos abdominais. Os núcleos 
(pontas centrais) iniciam a migração em direção à periferia. 
Os núcleos que vão para as regiões posteriores sequestram os 
grânulos polares e formam as células polares, que formam as 
células germinativas. As células restantes (células somáticas) 
formam todos os demais tecidos da mosca adulta. (Adapta- 
da, com permissão, de Schneiderman H.A. 1976. Symp. R. 
Entomol. Soc. Lond. 8: 3-34. © Royal Entomological Society) 


Núcleos diferentes exibem padrões diferentes de transcrição 
gênica antes do término da formação das células. Três horas 
após a fertilização, cada célula possui uma identidade posi- 
cional fixa, de maneira que as células localizadas nas regiões 
anteriores do embrião irão formar estruturas da cabeça na 
mosca adulta, enquanto as células localizadas nas regiões 
posteriores irão formar estruturas abdominais. 

Triagens genéticas sistemáticas feitas por Eric Wieschaus 
e Christiane Nússlein-Volhard identificaram aproximadamen- 
te 30 “genes de segmentação” que controlam a padronização 
inicial do embrião de Drosophila. Isso envolveu o exame de 
milhares de embriões mortos. Na metade da embriogênese, 
a pele ventral, ou epiderme, secreta uma cutícula que contém 
diversos pelos muito finos, ou dentículos. Cada segmento cor- 
poral do embrião contém um padrão característico de denti- 
culos. Três classes diferentes de genes de segmentação foram 
identificadas com base nas interrupções especificas causadas 
nos padrões de dentículos de embriões mortos. As mutações 
nos chamados genes "gap" causam a deleção de vários seg- 
mentos adjacentes (Fig. 3 deste quadro). Por exemplo, muta- 
ções no gene gap chamado knirps provocam perdas do segun- 
do até o sétimo segmentos abdominais (os embriões normais 
têm oito segmentos). Mutações nos genes “pairrule" (ou “re- 
gra dos pares") causam a perda de segmentos alternados. 


knirps 


QUADRO 24-3 FIGURA 3 Imagens em campo escuro 
de cutículas normal e mutante. (a) O padrão de pelos dos 
dentículos do embrião normal difere ligeiramente entre os di- 
ferentes segmentos corporais (marcados T1 a A8 na imagem). 
(b) O mutante Knirps (que tem uma mutação no gene gap 
chamado knirps), apresentado aqui, não possui os segmentos 
abdominais 2 a 7. (Reproduzida, com permissão, de Nússlein- 
Nolhard C. e Wieschaus E. 1980. Nature 287: 795-801. 
© Macmillan. Imagens cortesia de Eric Wieschaus, Princeton 
University) 
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FIGURA 21-13 Três limiares e três 
tipos de DNAs reguladores. O DNA re- 
guladora 5” de twist contém dois sitios de 
ligação a Dorsal de baixa afinidade, que 
são ocupados apenas nos níveis máximos 
do gradiente de Dorsal. Em consequência, 
a expressão de twist fica restrita aos nů- 
cleos ventrais, O reforçador de 5 do gene 
rhomboid contém um conjunto de sítios 
de ligação com Dorsal. Contudo, apenas 
um destes sítios possui a sequência ótima 
de reconhecimento de Dorsal, com alta 
afinidade. Essa mistura de sítios de alta 
e de baixa afinidades permite que niveis 
elevados e intermediários do gradiente de 
Dorsal ativem a expressão de rhomboid 
nas regiões ventrais laterais. Finalmente, o 
reforçador intrônico do gene sog contém 
quatro sítios ótimos de ligação a Dorsal, 
com espaçamentos iguais. Eles permitem 
que níveis altos, intermediários e baixos 
do gradiente de Dorsal ativem a expressão 
de sog nas regiões ventrais e laterais. 


mático, Cactus, e a liberação da Dorsal do citoplasma para os núcleos. Isso 
leva à formação de um gradiente correspondente nuclear de Dorsal, na meta- 
de ventral do embrião precoce. Os núcleos localizados nas regiões ventrais do 
embrião contêm níveis máximos da proteina Dorsal, ao passo que os núcleos 
localizados nas regiões laterais contêm níveis mais baixos da proteina. 

A ativação de alguns genes-alvo de Dorsal requer níveis elevados da pro- 
teína Dorsal, enquanto outros podem ser ativados por níveis intermediários 
e baixos, respectivamente, Neste sentido, o gradiente de Dorsal especifica 
três limiares principais de expressão gênica ao longo do eixo dorsoventral 
dos embriões que estão sofrendo a celularização, cerca de 2 horas após a 
fertilização. Estes limiares iniciam a diferenciação de três tecidos distintos: 
mesoderma, ectoderma neurogênico ventral e ectoderma neurogênico dor- 
sal (Fig. 21-13). Cada um desses tecidos formará tipos celulares diferentes 
na mosca adulta. O mesoderma forma a musculatura de voo e os órgãos 
internos, como o corpo graxo, análogo ao fígado do ser humano. O ectoder- 
ma neurogênico dorsal e ventral forma os diferentes neurônios no sistema 
nervoso ventral. 

Agora, será considerada a regulação de três diferentes genes-alvo ativa- 
dos por níveis elevados, intermediários e baixos da proteína Dorsal: twist, 
rhomboid e sog. Os níveis mais altos do gradiente de Dorsal - isto é, nos 
núcleos submetidos aos níveis mais altos da proteína Dorsal - ativam a ex- 
pressão do gene twist nas 18 células mais ventrais que formam o mesoder- 
ma (Fig. 21-13). O gene twist não é ativado nas regiões laterais, o ectoderma 
neurogênico, onde há níveis intermediários e baixos de proteina Dorsal. Isto 
ocorre porque o DNA regulador na região 5' do gene twist contém dois sítios 
de ligação de baixa afinidade a Dorsal (Fig. 21-13). Por isso, níveis máximos 
do gradiente de Dorsal são necessários para a ocupação eficiente desses sítios; 
os níveis mais baixos da proteína Dorsal, existentes nas regiões laterais, são 
insuficientes para ligar-se ao gene twist e ativar sua transcrição. 

O gene rhomboid é ativado por níveis intermediários da proteina Dorsal, 
no ectoderma neurogênico ventral. A região 5' que flanqueia o gene rhomboid 
contém um reforçador de 300 pb, localizado a aproximadamente 1,5 kb a 
montante do sítio de início da transcrição (Fig. 21-14a). Este reforçador con- 
tém um conjunto de sítios de ligação para Dorsal, a maioria deles de baixa 
afinidade, como os da região reguladora 5' do twist. Entretanto, um dos sítios, 
pelo menos, é um sítio ótimo, de alta afinidade, que permite a ligação de 
níveis intermediários da proteína Dorsal - a quantidade presente nas regiões 
laterais. Em princípio, o reforçador de rhomboid pode ser ativado pelo alto 
nível da proteína Dorsal presente no mesoderma e pelo nível intermediário 
presente no ectoderma neurogênico ventral, mas é mantido desligado no me- 
soderma por um repressor transcricional chamado Snail. O repressor Snail 
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é expresso apenas no mesoderma; portanto, não está presente no ectoderma 
neurogênico. O reforçador rhomboid, de 300 pb, contém sítios de ligação para 
o repressor Snail, além dos sítios de ligação para o ativador Dorsal. Essa inte- 
ração entre o gradiente de Dorsal, de distribuição ampla, e o repressor Snail, 
localizado, resulta na expressão do gene rhomboid limitada ao ectoderma neu- 
rogênico ventral. Foi visto anteriormente como o repressor localizado Ash1 
bloqueia a ação do ativador SWIS na célula-filha no brotamento da levedura 
e, adiante, neste capítulo, será visto o extenso uso desse princípio em outros 
aspectos do desenvolvimento de Drosophila. 

Os níveis mais baixos da proteína Dorsal nas regiões laterais do embrião 
precoce são suficientes para ativar o gene sog nas amplas faixas laterais, que 
abrangem o ectoderma neurogênico ventral e dorsal. A expressão de sog é 
regulada por um reforçador de 400 pb localizado no primeiro íntron do gene 
(Fig. 21-14b). Esse reforçador tem quatro sítios de ligação a Dorsal, de alta 
afinidade e com espaçamentos uniformes, que podem ser ocupados mesmo 
por níveis muito baixos da proteina Dorsal. Como acontece com rhomboid, 
a presença do repressor Snail impede a ativação da expressão do gene sog 
no mesoderma, apesar dos altos níveis de proteína Dorsal ali encontrados. 
Assim, a regulação diferencial da expressão gênica por diferentes limiares do 
gradiente de Dorsal depende de uma combinação do repressor Snail com as 
afinidades dos sítios de ligação a Dorsal. 

A ocupação dos sítios de ligação a Dorsal não é determinada apenas pelas 
afinidades intrínsecas dos sítios, mas também depende das interações prote- 
ína-proteína entre Dorsal e outras proteínas reguladoras ligadas aos reforça- 
dores-alvo. Viu-se, por exemplo, que no ectoderma neurogênico ventral, o 
reforçador de rhomboid, de 300 pb, é ativado por níveis intermediários do gra- 
diente de Dorsal. Esse reforçador contém, principalmente, sítios de baixa afi- 
nidade de ligação com Dorsal. Entretanto, níveis intermediários de Dorsal são 
suficientes para a ligação, devido às interações proteína-proteína a outra pro- 
teína ativadora, chamada Twist. Entretanto, níveis intermediários de Dorsal 
são capazes de ligarem-se a estes sítios devido a interações proteina-proteina 
com ativadores adicionais que se ligam ao reforçador rhomboid. Diferentes 
mecanismos de interações cooperativas são discutidos no Capítulo 19 e no 
Quadro 21-4, Sinergia de ativadores. 


A segmentação é iniciada por RNAs localizados nos 
polos anterior e posterior do óvulo não fertilizado 


No momento da fertilização, o óvulo de Drosophila contém dois mRNAs loca- 
lizados. Um, o mRNA de bicoide, localiza-se no polo anterior, enquanto o ou- 
tro, o mRNA de oskar, está localizado no polo posterior (Fig. 21-15). O mRNA 
de oskar codifica uma proteína de ligação ao RNA responsável pela reunião 
dos grânulos polares. Estes são grandes complexos macromoleculares com- 
postos por várias proteínas e RNAs diferentes. Os grânulos polares controlam 
o desenvolvimento de tecidos que surgem a partir de regiões posteriores do 
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FIGURA 21-14 DNAs reguladores. 
(2) O reforçador do gene rhomboid con- 
tém sítios de ligação para Dorsal e para 
o repressor Snail. Como a proteina Snail 
está presente apenas nas regiões ventrais 
(no mesoderma), rhomboid é mantido 
desligado no mesoderma e restrito às 
regiões ventrais do ectoderma neurogê- 
nico (EN ventral). (b) O reforçado intrô- 
nico sog também contém sítios para o 
repressor Snail. Eles mantêm a expressão 
de sog desligada no mesoderma e restri- 
ta às largas faixas laterais que abrangem 
as regiões ventral e dorsal do ectoderma 
neurogênico (EN). 
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EXPERIMENTOS-CHAVE 


Quadro 21-4 Sinergia de ativadores 


Proteinas reguladoras bacterianas, como lac e os repressores 
de à, ligam-se como dimeros com alta afinidade. Em leve- 
duras, o ativador Gal liga-se como dimero com alta afini- 
dade para induzir a expressão de Gal] e outros genes ne- 
cessários para o metabolismo da galactose (ver Cap. 19). Em 
contrapartida, células animais tendem a ser de 
tais fatores de transcrição “dedicados”. Muitos ou a maio- 
ria destes fatores ligam-se ao DNA como monômeros com 
baixas afinidades. Como consequência, a regulação gênica é 
inerentemente mais combinatória em células animais do que 
em bactérias ou leveduras. Múltiplas proteínas ligando-se a 
múltiplos sítios são necessárias para alcançar a ativação ou a 
repressão da expressão gênica. 

O princípio do controle gênico combinatório é uma 
característica global do desenvolvimento animal. Frequen- 
temente, os ativadores A e B atuam de maneira si 
para delinear um padrão restrito de expressão gênica. So- 
zinhos, nem A nem B são suficientes para realizar a tarefa. 
Existem vários exemplos de sinergia de ativadores no desen- 


volvimento animal, mas o princípio foi ilustrado abordando a 
especificação do mesoderma cardíaco (células precursoras do 
coração) no embrião de ascídia. 

Um gene regulador chamado MesP é um determinante 
crucial do mesoderma cardíaco em ascídias e vertebrados, 
Ele é seletivamente ativado nos blastômeros B7.5 de embri- 
ões de 110 células (setas, Fig. 1 deste quadro). Estas células 
dão origem ao coração de ascídias adultas. MesP é ativa- 
do por dois fatores de transcrição, Tbx6b/c e Lhx3. Tbx6b/c 
é expresso em todos os músculos da cauda em desenvol- 
vimento, bem como nos blastômeros B7.5 (setas, Fig. 1a 
deste quadro). Lhx3 é expresso em todo o futuro intestino, 
juntamente com blastômeros B7.5 (setas, Fig. 1b deste qua- 
dro). Apenas os blastômeros 87.5 contêm Tbx6b/c e Lhx3, e 
nestas células eles atuam sinergisticamente para ativar MesP. 
(Fig. 1c deste quadro). Como nenhum dos fatores de trans- 
crição é, sozinho, suficiente para a ativação, a expressão de 
Mes? fica restrita a B7.5 e está inativa nos músculos da cau- 
da e no intestino, 


QUADRO 21-4 FIGURA 1 MesP é sinergisticamente ativado por dois fatores de transcrição. Células expressando 
cada uma das proteinas estão coradas em azul. (a) Expressão de Tbx6b/c. (b) Expressão de Lhx3. (c) Expressão de MesP. (Cor- 
tesia de Lionel Christiaen. Reproduzida, com permissão, de Christiaen L et al. 2009. Dev. Biol. 328: 552. Partes a, be c são da 
Fig. 3A, 3B, p. 556 e da Fig. 6C, p. 558. O Elsevier) 


embrião inicial, incluindo o abdome e as células polares, que são as precurso- 
ras das células germinativas (Fig. 21-15b). 

O mRNA de oskar é sintetizado pelo ovário da mosca-mãe. Primeiro, ele 
é inicialmente depositado na extremidade anterior do óvulo imaturo, ou 06- 
cito, por células “auxiliares” chamadas células nutridoras. O oócito e as 
células auxiliares surgem a partir de células-tronco especializadas do ovário 
(ver Quadro 21-5, Nicho da célula-tronco). À medida que o oócito aumenta 
de tamanho para formar o óvulo maduro, porém, o mRNA de oskar é trans- 
portado das regiões anteriores para as posteriores. Este processo de localização 
depende de sequências específicas presentes na região 3'-UTR do mRNA de 
oskar (Fig. 21-16). Já foi visto como a 3'-UTR do mRNA de ash1 promove sua 
localização na célula-filha de leveduras, ao interagir com as extremidades dos 
microtúbulos em crescimento. Um processo notavelmente semelhante con- 
trola a localização do mRNA de oskar no oócito de Drosophila. 
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FIGURA 21-15 Localização dos mRNAs maternos no óvulo e no embrião de 
Drosophila. (a) O óvulo não fertlizado de Drosophila contém dois mRNAs localizados: bicoide 
nas regiões anteriores e oskar nas regiões posteriores. (b) A proteina Oskar auxiia a coordenar a 
formação dos grânulos polares no citoplasma posterior. Os núcleos que ingressam nessa região 
acumulam-se na extremidade posterior do embrião e formam as células polares. (c) Durante 
a formação do óvulo de Drosophila, os microtúbulos polarizados são formados, estendidos a 
partir do núcleo do oócito e crescem em direção ao citoplasma posterior. O mRNA de oskar 
liga-se a proteínas adaptadoras que interagem com os microtúbulos e transportam o RNA para 
o citoplasma posterior. Os simbolos *-" e "+" indicam a direção de crescimento dos filamentos 
dos microtúbulos. 


O oócito de Drosophila é altamente polarizado. O núcleo está localizado 
nas regiões anteriores; os microtúbulos em crescimento estendem-se do nú- 
cleo para o citoplasma posterior. O mRNA de oskar interage com proteínas 
adaptadoras associadas às extremidades “+” crescentes dos microtúbulos, 
sendo transportado para o citoplasma posterior, longe das regiões anteriores 
do óvulo, onde está o núcleo. Após a fertilização, as células que herdam o 
mRNA localizado de oskar (e grânulos polares) formam as células polares. 

A localização do mRNA de bicoide nas regiões anteriores do óvulo não ferti- 
lizado também depende das sequências contidas em sua 3'-UTR. As sequências 
nucleotídicas dos mRNAs de oskar e bicoide são diferentes. Em consequência, 
elas interagem com diferentes proteínas adaptadoras e se localizarão em diferen- 
tes regiões do óvulo. A importância das 3'-UTRs na determinação da localização 
de cada mRNA é revelada pelo seguinte experimento. Se a 3'-UTR do mRNA de 
oskar for substituída pela de bicoide, o mRNA de oskar híbrido localiza-se nas 
regiões anteriores (como bicoide normalmente ficaria). Essa localização inversa 
é suficiente para induzir, no embrião precoce, a formação de células polares 
com localizações anormais (ver Fig. 21-16). Além disso, os grânulos polares mal- 
-localizados suprimem a expressão de genes necessários para a diferenciação de 
tecidos da cabeça. Como consequência, as células embrionárias que normal- 
mente formam tecidos da cabeça são transformadas em células germinativas. 


Bicoide e Nanos regulam o gene hunchback 


A proteína reguladora Bicoide é sintetizada antes do término da delimitação 
das células individuais. Como resultado, ela difunde-se de sua origem de sín- 
tese, no polo anterior, e distribui-se em um amplo gradiente de concentração 
por todo o embrião precoce. Concentrações altas e intermediárias de Bicoide 
são suficientes para ativar hunckback, que é essencial para a subdivisão do 
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FIGURA 21-16 Os mRNAs de bi- 
coide e de oskar contêm UTRs com 
sequências diferentes. A UTR de bicoi- 
de dirige sua localização no polo anterior, 
enquanto a UTR de oskar, com sequência 
diferente, direciona a localização para o 
citoplasma posterior. Uma molécula cons- 
truida com o mRNA de oskar fusionado 
à UTR de bicoide irá localizar-se no polo 
anterior, como o mRNA de bicoide nor- 
mal. Essa localização incorreta de oskar 
provoca a formação de células polares nas 
regiões anteriores. Células polares no polo 
posterior também serão formadas, devido 
à localização do mRNA de oskar normal 
no citoplasma posterior. 
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FIGURA 21-17 Gradiente da pro- 
teina Hunchback e inibição da tradu- 
ção por Nanos. O amplo gradiente an- 
teroposterior de proteina Bicoide produz 
um limiar preciso da expressão gênica de 
hunchback, à medida que hunchback é 
ativado por níveis altos e intermediários 
do gradiente de Bicoide. O mRNA de Na- 
nos associa-se aos grânulos polares; após 
a sua tradução, a proteina difunde-se a 
partir das regiões posteriores forman- 
do um gradiente. O mRNA materno de 
hunchback está distribuído por todo o 
embrião precoce, mas sua tradução é im- 
pedida pela proteina Nanos, que se liga 
a sequências específicas da 3"-UTR de 
hunchback. Desse modo, o gradiente de 
Nanos leva à formação de um gradiente 
reciproco de Hunchback nas regiões an- 
teriores. 


embrião em uma série de segmentos (Fig. 21-17). O gene hunchback é, na ver- 
dade, transcrito a partir de dois promotores: um é ativado pelo gradiente de 
Bicoide, e o outro controla a expressão no oócito em desenvolvimento. Este 
último, um promotor “materno”, resulta na síntese de mRNA de hunchback, 
distribuído igualmente pelo citoplasma dos óvulos não fertilizados. Nas re- 
giões posteriores, a tradução desse transcrito materno está bloqueada por uma 
proteína de ligação ao RNA chamada Nanos (Fig. 21-17). Nanos, por sua vez, 
é encontrada apenas nas regiões posteriores, porque seu mRNA é localizado 
seletivamente nessa região, por meio de interações entre a sua 3'-UTR e os 
grânulos polares discutidos anteriormente. 

A proteína Nanos liga-se a sequências específicas de RNA, NREs (do in- 
glês, Nanos response elements [elementos de resposta a Nanos), localizadas na 
3'-UTR dos mRNAs de hunchback maternos, e esta ligação causa redução na 
cauda de poli(A) do hunchback que, por sua vez, desestabiliza o RNA e inibe 
sua tradução (ver Cap. 15). Assim, vê-se que o gradiente de Bicoide ativa o 
promotor zigótico de hunchback na metade anterior do embrião, enquanto 
Nanos inibe a tradução do mRNA de hunchback materno em regiões posterio- 
res (ver Fig. 21-17). Essa regulação dupla da expressão de hunchback produz 
um gradiente acentuado da proteína Hunchback, cujas maiores concentrações 
estão localizadas na metade anterior do embrião, e níveis diminuídos na meta- 
de posterior. Considerações posteriores sobre gradientes e suas implicações no 
desenvolvimento são discutidas no Quadro 21-6, Limiares de gradiente. 


Múltiplos reforçadores garantem a precisão 
da regulação de hunchback 


Vários genes de padronização são regulados por reforçadores “redundan- 
tes” ou múltiplos. Como exemplo, considere-se a ativação inicial do gene 
hunchback pelo gradiente de Bicoide. Níveis altos e intermediários do gra- 
diente ativam a expressão de hunchback na metade anterior do embrião 
(ver Fig. 21-17). A ativação é mediada por dois reforçadores separados, que 
possuem arranjos semelhantes de sítios de ligação a Bicoide e atividades re- 
guladoras semelhantes (Fig. 21-18). Por que dois reforçadores em vez de um? 
Dois reforçadores produzem um padrão mais preciso de ativação gênica do 
que qualquer um deles sozinho. Além disso, dois reforçadores ajudam a ga- 
rantir a ativação confiável do gene em grandes populações de embriões sujei- 
tas a variações ambientais como mudanças de temperatura. Em alguns casos, 
múltiplos reforçadores com atividades sobrepostas evitam que estas variações 
alterem o desenvolvimento normal. Por exemplo, um gene regulador chama- 
do shavenbaby é importante para o desenvolvimento de pequenos pelos sen- 
soriais ao longo da superfície dorsal de embriões de estágio avançado. O gene 
shavenbaby é regulado por cinco reforçadores diferentes, distribuídos ao longo 
de um intervalo de 40 kb a montante do sítio de início da transcrição. Dele- 
ções de reforçadores individuais não causam defeitos significativos na mor- 
fologia dos pelos em temperaturas Ótimas. Porém, sob condições adversas, 
como temperaturas altas (30°C) ou baixas (15°C), a remoção de um reforçador 
resulta em menor quantidade ou deformação dos pelos sensoriais. 


O gradiente do repressor Hunchback estabelece 
diferentes limites de expressão dos genes gap 


Hunchback funciona como repressor transcricional para estabelecer diferen- 
tes limites de expressão dos chamados genes gap: Krüppel, knirps e giant (dis- 
cutidos no Quadro 21-3). A proteína Hunchback também atua junto com as 
proteínas codificadas por esses genes gap para produzir faixas de segmentação 
da expressão gênica, a primeira etapa da subdivisão do embrião em uma série 
repetida de segmentos corporais. 

A proteína Hunchback está distribuída em um gradiente acentuado 
que se estende ao longo do futuro tórax e abdome. Altos níveis da proteína 
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FIGURA 21-18 Hunchback é re- 
gulado por dois reforçadores com 
atividades semelhantes. (a) A ativa 
ção inicial da transcrição de Hunchback 
ocorre a partir de um transgene conten- 
do apenas o reforçador proximal intacto, 
O reforçador-sombra distal foi inativado 
por uma mutação (indicada por X no dia- 
grama). Observa-se que a expressão não 
está restrita à metade anterior (à esquer- 
da) do embrião. (b) Este paine! mostra 
a ativação obtida quando o reforçador 
proximal é inativado, deixando apenas o 
reforçador-sombra distal intacto. A ex- 
pressão é esporádica nas regiões anterio- 
res. (c) Ativação uniforme e uma borda 
precisa são observadas quando ambos os 
reforçadores estão intactos, (Cortesia de 
Mike Levine; descrita em Perry M.W. et al. 
2011. Proc. Nati. Acad. Sci. 108: 13570- 
13575, Fig. 2A-€, p. 13572.) 


Em Drosophila, o óvulo ou oócito surge a partir de uma 
célula-tronco precursora chamada célula-tronco de linha- 
gem germinativa (GSC, germline stem cell). Sabe-se bas- 
tante a respeito da transição de GSCs em oócitos no ovário 
de Drosophila, e é provável que muitos aspectos deste me- 
canismo se apliquem ao desenvolvimento de outras classes 
de células-tronco em moscas e seres humanos. Células-tronco 
proliferam apenas quando estão em contato físico direto com 
células especializadas, coletivamente conhecidas como "ni- 
cho”, o qual produz um sinal que desencadeia proliferação. 
Quando as células-tronco se separam do nicho, a proliferação 
para e as células sofrem diferenciação em tipos celulares es- 
pecializados. No exemplo de Drosophila, a separação de GSCs 
do nicho do ovário faz elas se desenvolverem em oócitos que 
não estão em divisão, em um processo mediado por repres- 
são induzida por sinal. Este processo é hoje bem conhecido 
em nível molecular e funciona como explicado a seguir. 


Células do nicho do ovário de Drosophila, chamadas 
de células Cap, secretam uma molécula sinalizadora que se 
difunde, chamada Dpp. A ativação do receptor de Dpp nas 
GSCs associadas resulta no silenciamento de um gene regu- 
lador crucial chamado bam: quando a transcrição de bam é 
bloqueada, as GSCs proliferam. Este silenciamento da expres- 
são de bam depende do contato físico direto entre as células 
Cap e as GSCs, semelhante ao que ocorre no processo que 
resulta na ativação da sinalização de Notch durante a forma- 
ção do sistema nervoso do inseto. À medida que as GSCs pro- 
liferam, algumas células-filhas separam-se das células Cap e, 
assim, não são mais alvo da sinalização de Dpp. Na ausência 
de sinalização, a transcrição de bam é ativada, e a célula para 
de proliferar; em vez disso, ela diferencia-se em um oócito 
(Fig. 1 deste quadro). 


(continua) 


756 Parte5 Regulação 


Quadro 21-5 (Continuação) 
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QUADRO 21-5 FIGURA 1 Expressão de bam em 
oócitos em desenvolvimento. O esquema representa os 
padrões de expressão e distribuição do mRNA e da proteina 
bam. Células Cap (em roxo) secretam Dpp, o qual ativa seu 
receptor em células-tronco da linhagem germinativa (GSCs, 
em amarelo), resultando em um processo de sinalização que 
em última análise reprime a expressão de bam. À medida que 
as GSCs se separam das células Cap, a sinalização de Dpp é 
perdida, e o mRNA de bam é expresso, levando à produção 
de altos níveis de sua proteina no citoplasma. Na presença 
da proteina Bam, as células-filhas separadas desenvolvem- 
-se em células progenitoras de oócitos (em verde) e, depois, 
em cistos de oito células (em verde-escuro). (Adaptada, com 
permissão, de Chen D. e Mckearin D.M. 2003. Development 
130: 1159-1170, Fig. 1. © Company of Biologists.) 


Portanto, a escolha básica da célula-tronco entre proli- 
feração e diferenciação em oócito depende da regulação da 
expressão (ativação/repressão) de bam. Hoje se sabe que esta 
regulação é mediada por um silenciador na região reguladora. 
5 de bam, com a sequência GRCGNC(N);GTCTG (fig. 2 des- 
te quadro). A sinalização por Dpp desencadeia o transporte 
nuclear de duas proteinas reguladoras Smad, chamadas Mad 
e Medea. Estas proteínas ligam-se aos dois meios-sítios do 
silenciador e recrutam um repressor transcricional, chamado 
2F6-6 ou Schnurri, que previne a transcrição de bam. Este re- 
crutamento de Schnurri e a consequente repressão de bam 
ocorre apenas em GSCs que permanecem em contato com. 
as células Cap. Como resultado, estas células dividem-se para 


gerar mais células-tronco, Em contrapartida, em células-filhas. 
de GSC que se separam das células Cap, bam é ativamente 
transcrito porque a via de sinalização que leva ao silenciamen- 
to do gene é rompida. Nestas células, o receptor de Dpp não é 
ativado (porque a sinalização é rompida), e Mad e Medea não 
são transportadas para o núcieo, não se ligando, portanto, ao 
silenciador 5’ nem recrutando o repressor Schnurri. Sob estas 
condições, bam é expresso, e as células-filhas não proliferam 
mais, diferenciando-se em oócitos. Esta necessidade de con- 
tato físico direto entre o nicho e a célula-tronco e a repressão 
induzida por sinal resultante podem constituir um mecanismo 
geral para a continuação da proliferação da célula-tronco. 


QUADRO 21-5 FIGURA 2 Avia de Dpp reprime ativa- 
mente genes cruciais para o desenvolvimento. A ligação 
de Dpp, secretado pelas células Cap (em roxo), ao receptor de 
Dpp em células-tronco da linhagem germinativa (GSCs, em 
amarelo) inicia um sinal que induz o transporte de Mad (em 
cor de laranja) e Medea (em azul) para o núcleo. Genes-alvo 
reprimidos (aqui, bam é mostrado como exemplo) contêm 
um silenciador de atuação em cis que se liga a Mad e Medea, 
que juntos recrutam Schnurri (em cor-de-rosa) para bloquear 
efetivamente a transcrição. (Adaptada, com permissão, de 
Pyrowolakis G. et al. 2004. Dev. Cell 7: 229-240, Fig. 7. © 
Elsevier) 


Hunchback reprimem a transcrição de Krüppel, enquanto níveis intermediá- 
rios e baixos da proteína reprimem a expressão de knirps e giant, respectiva- 
mente (Fig. 21-19). Viu-se que as afinidades de ligação do ativador Dorsal 
são responsáveis pela produção de diferentes limiares de expressão gênica. 
O gradiente do repressor Hunchback talvez não funcione desse modo. Em vez 
disso, o número de sítios de repressor Hunchback pode ser um determinante 
um pouco mais crítico para padrões distintos de expressão de Krippel, knirps e 
giant (Fig. 21-19b). O reforçador de Krilppel possui apenas três sítios de ligação 
para Hunchback e é reprimido por níveis altos do gradiente de Hunchback. 
Em contrapartida, o reforçador de giant contém sete sítios para Hunchback 
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Foram vistos vários exemplos de gradientes reguladores pro- 
duzindo diferentes padrões de expressão gênica. Sonic hed- 
gehog e seu efetor transcricional Gli estabelecem padrões di- 
ferenciais de expressão de Nkx2.2, Olig2 e Pax6 no tubo neural 
em desenvolvimento de embriões de vertebrados (fig. 21-11). 
O gradiente Dorsal gera diferentes padrões de expressão gêni- 
ca no mesoderma ventral, no ectoderma lateral (neurogênico) 
e no ectoderma dorsal de embriões de Drosophila pré-celulares 
(Fig. 21-12). O famoso gradiente Bicoide estabelece padrões 
sequenciais de expressão gênica de "gap" ao longo do eixo 
anteroposterior do embrião pré-celular (Quadro 21-3, Fig. 3). 
Até pouco tempo atrás, assumia-se que a afinidade dos 
sítios de ligação a Gli, Dorsal e Bicoide determinava os limites 
espaciais da expressão gênica. De fato, discutiu-se a evidên- 
cia de que um mecanismo assim é usado para o gradiente 
de Dorsal. Porém, há novas evidências de que diferentes afi- 
nidades de ligação podem não ser suficientes para explicar 
os diferentes padrões de expressão gênica produzidos pelos 
gradientes de Gli e Bicoide. Por exemplo, recentemente mos- 
trou-se que os genes-alvo de Bicoide ativados por altos níveis 
do gradiente de Bicoide contêm afinidades de ligação se- 
melhantes aos regulados por baixos níveis do gradiente. Em 
contrapartida, um modelo de afinidade de ligação simples 
iria prever que os genes ativados por altos níveis do gradiente 
contivessem sítios de baixa afinidade, enquanto genes ati- 
vados por baixos níveis contivessem sítios de alta afinidade. 
Na verdade, parece que diferentes leituras de limiares 
do gradiente Bicoide dependem de gradientes de repressores 
opostos, incluindo o repressor Runt (Fig. 1 deste quadro). Os 
genes-alvo RT, RT, e RT, são ativados por níveis progressiva- 
mente baixos do gradiente de Bicoide. Mas RT, e RT, contêm 
sitios de ligação para Bicoide com afinidades semelhantes. 


Seus distintos limites de expressão parecem depender da re- 
pressão diferencial por Runt. RT, é reprimido por altos níveis. 
do gradiente de Runt, enquanto RT, e RT, são reprimidos por 
níveis progressivamente mais baixos. Atualmente, não se 
sabe ao certo se estes genes-alvo contêm sítios de ligação a 
Runt semelhantes. Talvez suas respostas diferenciais depen- 
dam do diferente número de sítios, com RT, contendo mais 
sítios repressores de Runt do que RT, ou RT, 

Como discutido anteriormente, o gradiente ativador de 
Gli no tubo neural vertebrado também pode depender do 
uso de repressores transcricionais para gerar diferentes leitu- 
ras do gradiente de Sonic hedgehog (ver Fig. 21-11). 


E] Runt 
AT A 
Ra i 
RT; S 
RT, § 
0 % do comprimento do oðcito 100 
QUADRO 21-6 FIGURA 1 Cooperação de gradientes 


de ativador e repressor. Ver texto para detalhes. (Adaptada, 
com permissão, de Roth S. e Lynch J. 2012. Celf 149: 511, 
Fig. 1, p. 512. O Elsevier) 


FIGURA 21-19 A expressão de 
hunchback forma padrões de expres- 
são de gap sequenciais. (a) O gradiente 
anteroposterior do repressor Hunchback 
estabelece diferentes limites de expressão 
para Krúppel, knirps e giant. Para a re- 
pressão de Krüppel, são necessários níveis 
elevados de Hunchback, enquanto níveis 
baixos são suficientes para reprimir giant. 
(b) As regiões 5' reguladoras dos DNAs de 
Krúppel e giant contêm diferentes números 
de sítios repressores de Hunchback. Exis- 
tem três sitios em Krūppel, mas sete sítios 
em giant. O número aumentado de sítios 
Hunchback no reforçador de giant pode 
ser responsável por sua repressão com 
baixos níveis no gradiente de Henchback. 
(a, Redesenhada, com permissão, de 
Gilbert S.E. 1997, Developmental biology, 
Sth ed., p. 565, Fig. 14-23. © Sinauer.) 
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FIGURA 21-20 Expressão do gene 
eve no embrião em desenvolvimen- 
to. (a) Padrão de expressão de eve no 
embrião inicial. (b) O locus eve contém 
mais de 12 kb de DNA regulador. A região 
reguladora 5º contém dois reforçadores, 
que controlam a expressão das faixas 2, 3 
& 7. Cada reforçador possui 500 pb. A re- 
gião reguladora 3º contém três reforçado- 
res que controlam a expressão das faixas 4 
e6, faixa 1, e faixa 5, respectivamente, Os 
cinco reforçadores produzem sete faixas 
de expressão de eve no embrião inicial. 
(a, Imagem cortesia de Michael Levine.) 
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e é reprimido por níveis baixos desse gradiente, O mecanismo subjacente é 
desconhecido. Talvez limiares diferentes de repressão sejam produzidos por 
efeito aditivo dos domínios individuais de repressão de Hunchback. 


As proteínas gap e Hunchback produzem faixas 
de segmentação de expressão gênica 


Um evento importante na cascata de regulação, que inicia com os mRNAs 
localizados de bicoide e oskar, é a expressão de um gene “patr-rule” (em por- 
tuguês, “regra dos pares”) chamado even-skipped ou simplesmente eve. O gene 
eve é expresso em sete faixas alternadas, ou faixas da regra dos pares, distri- 
buídas por todo o comprimento do embrião (Fig. 21-20). Cada faixa de eve é 
composta por quatro células, e as faixas vizinhas são separadas por regiões 
“interfaixas” - também com quatro células de largura — que expressam pouca 
ou nenhuma eve. Essas faixas adjacentes estabelecem a futura subdivisão do 
embrião em uma série repetida de segmentos corporais. 

A sequência codificadora da proteína eve é relativamente pequena, com 
menos de 2 kb de comprimento. Em contrapartida, os DNAs reguladores flan- 
queadores que controlam a expressão de eve compreendem mais de 12 kb de 
DNA genômico: cerca de 4 kb localizados a 5º do sítio de início da transcrição 
de eve, e cerca de 8 kb na região flanqueadora 3' (ver Fig. 21-20). À região re- 
guladora 5' é responsável por iniciar as faixas 2, 3 e 7, e a região 3' regula as 
faixas 1, 4, 5 e 6. Os 12 kb de DNA regulador possuem cinco reforcadores sepa- 
rados que juntos produzem as sete diferentes faixas de expressão de eve vistas 
no embrião inicial. Cada reforçador inicia a expressão de apenas uma ou duas 
faixas. (No Quadro 21-7, Sequências reguladoras em cis no desenvolvimento 
e evolução animal, são discutidos outros aspectos e exemplos da organização 
modular dos elementos reguladores nos genomas animais.) Agora, será abor- 
dada a regulação do reforçador que controla a expressão da faixa 2 de eve. 

O reforçador da faixa 2 tem 500 pb de comprimento e está localizado a 
1kba montante do sítio de início da transcrição de eve. Ele contém sítios de 
ligação para quatro diferentes proteínas reguladoras: Bicoide, Hunchback, 
Giant e Krüppel (Fig. 21-21). Viu-se que Hunchback atua como repressor 
quando controla a expressão dos genes gap; no contexto do reforçador 
da faixa 2 de eve, Hunchback atua como ativador. Em princípio, Bicoide e 
Hunchback podem ativar o reforçador da faixa 2 em toda a metade anterior 
do embrião, porque ambas as proteínas estão presentes nesta região, mas 
Giant e Krúppel funcionam como repressores que estabelecem os limites 
do padrão da faixa 2 — a borda anterior e a borda posterior, respectivamente 
(ver Fig. 21-21). 
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FIGURA 21-21 Regulação da fai- 
xa 2 de eve. (a) O reforçador de 500 pb 
contém um total de 12 sitios de ligação 


ração da proteina reguladora do gene E 


para as proteinas Bicoide, Hunchback, 
Krūppel e Giant. A distribuição destas 
proteinas reguladoras no embrião inicial 
de Drosophila está resumida no diagra- 
ma mostrado em b. Existem altos níveis 
de proteinas Bicoide e Hunchback nas 
células que expressam a faixa 2 de eve. 
As bordas das faixas são formadas pelos 
repressores Giant e Krūppel. (Giant é ex- 
pressa nas regiões anterior e posterior, 
Apenas o padrão anterior é apresentado; 
o posterior, regulado por Hunchback, não 
é mostrado.) (Adaptada, com permis- 
são, de Alberts B. et al, 2002. Molecular 
biology of the cell, th ed.: a, p. 409, 
Fig. 7-55; b, p. 410, Fig, 7-56. © Garland 
Science/Tayior & Francis LLC.) 


EXPERIMENTOS-CHAVE 


Quadro 21-7 Sequências reguladoras em cis no desenvolvimento e evolução animal 


As sequências reguladoras em cis estão organizadas de ma- 
neira modular nos genomas animais. Em geral, há reforça- 
dores separados para componentes individuais de um pa- 
drão de expressão complexo. Considere-se um gene que é 
expresso em múltiplos órgãos e tecidos no embrião murino 
em desenvolvimento, como figado, pâncreas e hipófise. Pro- 
vavelmente, o gene possuirá reforçadores separados para 
cada um destes locais de expressão, Viu-se que o locus eve 
contém cinco reforçadores separados localizados nas regiões. 
flanqueadoras 5' e 3' (ver Fig. 21-20). Cada reforçador dirige 
a expressão de apenas uma ou duas das sete faixas de eve 
no embrião inicial de Drosophila. Este tipo de organização 
modular facilita a diversidade morfológica pela evolução de 
sequências reguladoras em cis, como será discutido adiante, 


A organização modular burla a pleiotropia 
Como os padrões de expressão alteram-se durante a evolu- 
ção? Existem evidências recentes de que alterações de nu- 
cleotídeos em sítios cruciais de ligação a ativadores eliminam 
a expressão gênica em um tecido específico ou tipo celular 
durante a evolução. Considere-se o exemplo das nadadeiras 
pélvicas do peixe esgana-gata. Existem variantes naturais des- 
te peixe que são desprovidas de nadadeiras pélvicas. Quando 
acasaladas com indivíduos contendo nadadeiras, foi possível 
identificar um locus gênico principal responsável pela redução 
das nadadeiras. Ele está mapeado na região flanqueadora 5' 
do gene Pitx1. Este é um gene de controle do desenvolvimento 
essencial para o desenvolvimento de vários tecidos murinos 
diferentes, incluindo timo, fenda olfativa e membros poste- 
riores. Nos esgana-gatas, parece que as nadadeiras reduzidas 
resultam de mutações de ponto em sítios cruciais de ativado- 
res no reforçador da nadadeira pélvica ("membro posterior”) 
(Fig. 1 deste quadro). Estas mutações perturbam a expressão 
nas nadadeiras pélvicas em desenvolvimento, mas não inter- 
ferem nas atividades de outros reforçadores necessários para 
a regulação de Pitx1 no timo, na fenda olfativa e em outros 
tecidos onde o gene Pitx1 está ativo. 


Alterações específicas em uma região modular cis-regu- 
ladora são responsáveis também pela evolução de padrões de 
pigmentação distintos em diferentes espécies de Drosophila, 
O clássico locus yellow (y) é crucial para a pigmentação, e mu- 
tações simples no gene resultam em moscas com corpo de co- 
loração amarela desprovidas de focos localizados de melanina, 
O gene y é regulado por reforçadores separados para a expres- 
são em cerdas, asas e abdome, como será descrito a seguir. 
Adultos de D. melanogaster (sobretudo machos) pos- 
suem pigmentação intensa nos segmentos abdominais 
posteriores. Esta pigmentação é devida à ativação direta 
do reforçador abdominal de y pela proteína Hox, Abd-B. 
Drosofilídeos desprovidos de segmentação abdominal, como 
Drosophila kikkawai, possuem mutações de ponto em um 
sítio crítico do ativador de Abd-B. Isso causa perda da expres- 
são de y no abdome e a perda de pigmentação observada, 
Um reforçador separado controla a expressão de y nas 
asas, Em algumas espécies de Drosophila, este reforçador 


QUADRO 21-7 FIGURA 1 Gene de controle do desen- 
volvimento, Pitx1. (a) Estrutura do gene Pitx] com sequên- 
cias 5' a montante. Aqui está representada uma mutação nula 
letal (de um camundongo de laboratório) na região codifica- 
dora (segundo éxon) do gene. (b) No peixe esgana-gata selva- 
gem, uma mutação reguladora viável na sequência 5º a mon- 
tante resulta em nadadeiras pélvicas de tamanho reduzido. 
(continua) 
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Quadro 21-7 (Continuação) 


D. elegans 


D. gunungcola 


QUADRO 21-7 FIGURA 2 Locus yellow (y) de 
Drosophila. (a) O painel mostra a estrutura e as sequên- 
cias reguladoras a montante (reforçadores) do gene yellow. 
(b) Pigmentação normal ("ponto de acasalamento”) da asa 
do macho adulto em uma espécie de Drosophila. (c) Asa de 
uma espécie desprovida de pigmentação; esta espécie possui 
uma mutação no reforçador 5'do ponto. 


especifica um ponto de pigmentação em um quadrante es- 
pecífico da asa do macho adulto (Fig. 2 deste quadro), Este 
ponto é um componente crucial do ritual de corte, Espécies. 
desprovidas do ponto de acasalamento possuem mutações 
de ponto no reforçador da asa, causando a perda restrita da 
atividade do gene y sem comprometer sua função em outros 
tecidos como as cerdas e a cutícula abdominal. 


Alterações em sítios repressores podem gerar grandes 
mudanças na expressão gênica 

A simples perda de sitios críticos de ativadores em diferentes. 
módulos de reforçadores pode explicar a perda localizada de 


atividade dos genes Pitx1 ey. Novos padrões de expressão gê- 
nica podem surgir por meio da perda de elementos represores. 

A maioria ou todos os reforçadores ativos no embrião 
inicial de Drosophila possuem sítios de ligação a repressor 
que são responsáveis por criar limites bem-definidos de ex- 
pressão gênica. Por exemplo, o reforçador da faixa 2 de eve 
possui sítios de ligação para os repressores Giant e Krúppel, 
que geram limites anterior e posterior de expressão gênica 
bem-definidos (ver Fig. 21-21). Mutações nestes sítios cau- 
sam expansão drástica do padrão de expressão normal: uma 
ampla banda de expressão ao invés de uma faixa reduzida. 

Um possível exemplo de evolução por meio de elementos 
repressores é visto para o gene da lactase (LCT) em populações 
humanas. Na maioria dos primatas, o gene LCT é expresso em 
altos níveis no intestino delgado de crianças, durante o pe- 
riodo em que são amamentados por suas mães, Entretanto, o 
gene LCT é desligado após a adolescência, Certas populações 
de seres humanos retêm de maneira incomum a expressão do 
gene LCT na vida adulta. Esta persitência está correlacionada 
com sociedades pastoris que continuam a usar o leite na dieta 
mesmo depois do fim da amamentação. Populações indivi- 
duais com expressão persistente de LCT possuem substituições 
de nucleotídeos em uma sequência intrônica do gene MCM6, 
localizado imediatamente a 5º do LCT (Fig. 3 deste quadro). 

Estas alterações nucleotídicas podem danificar elemen- 
tos repressores que normalmente se ligam a uma proteina 
silenciadora responsável por reprimir a expressão de LCT no 
intestino delgado de adolescentes e adultos, Esta perda de 
elementos cis-reguladores críticos poderia ser comparada à 
inativação do reforçador de membro posterior/nadadeira pél- 
vica no gene Pitx1 de peixes esgana-gatas ou à inativação dos 
reforçadores de abdome e asa no gene y de Drosophila. No 
caso do gene da lactase, porém, um novo padrão de expres- 
são gênica está envolvido, persistência temporal da atividade 
de LCT, devido à perda de elementos de repressão. 
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QUADRO 21-7 FIGURA 3 Estrutura do gene LCT e sua região reguladora 5' a montante. 


Gradientes de repressores de gap produzem 
diversas faixas de expressão gênica 


A faixa 2 de eve é formada pela atuação conjunta e ordenada de ativadores 
com ampla distribuição (Bicoide e Hunchback) e de repressores localizados 
(Giant e Kriippel). O mesmo mecanismo básico também se aplica à regulação 
dos demais reforçadores de eve. Por exemplo, o reforçador que dirige a expres- 
são da faixa 3 de eve pode ser ativado em todo o embrião inicial por ativadores 
de transcrição ubíquos. Os limites da faixa são definidos por repressores de 
gap localizados: Hunchback estabelece a fronteira anterior, enquanto Knirps 


especifica a fronteira posterior (Fig. 21-22). 
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g sitios de ligação = sitios de ligação 
para Hunchback — para Knirps. 


reforçador da faixa 3 


reforçador da faixa 4 


O reforçador que controla a expressão da faixa 4 de eve também é repri- 
mido por Hunchback e Knirps. Entretanto, são necessárias diferentes con- 
centrações desses repressores em cada caso. Níveis baixos do gradiente de 
Hunchback, insuficientes para reprimir o reforçador da faixa 3 de eve, são 
suficientes para reprimir o reforçador da faixa 4 (Fig. 21-22). Essa regulação 
diferencial de dois reforçadores pelo gradiente do repressor Hunchback pro- 
duz diferenças nos padrões de expressão das bordas anteriores das faixas 3 
e 4. A proteína Knirps também se distribui como um gradiente no embrião 
pré-celular. São necessários níveis mais elevados desse gradiente para repri- 
mir o reforçador da faixa 4 do que para reprimir o reforçador da faixa 3. Essa 
diferença produz bordas posteriores distinguíveis nos padrões de expressão 
das faixas 3 e 4, 

Viu-se que o gradiente do repressor Hunchback produz diferentes padrões 
de expressão de Krúppel, Knirps e Giant. Essa regulação diferencial pode ser 
devida ao número crescente de sítios de ligação a Hunchback nos reforçadores 
de Krúppel, Knirps e Giant. Um princípio semelhante aplica-se à regulação 
diferencial dos reforçadores das faixas 3 e 4 pelos gradientes de Hunchback e 
Knirps. O reforçador da faixa 3 de eve contém relativamente poucos sítios de li- 
gação para Hunchback, mas muitos para Knirps, enquanto o reforçador da fai- 
xa 4 de eve contém muitos sítios para Hunchback, mas relativamente poucos 
para Knirps (ver Fig. 21-22). É provável que princípios semelhantes controlem 
a regulação dos demais reforçadores de faixas que controlam o padrão de ex- 
pressão de eve (bem como outros genes com padrão de expressão “pair-rule”. 


Repressores transcricionais de curto alcance permitem 
que diferentes reforçadores atuem independentemente 
na complexa região reguladora de eve 


Foi visto que a expressão de eve é regulada por cinco reforçadores indepen- 
dentes, no embrião inicial. De fato, existem reforçadores adicionais que con- 
trolam a expressão de eve no coração e no sistema nervoso central (SNC) de 
embriões mais tardios. Esse tipo de regulação complexa não é uma exclu- 
sividade de eve. Existem loci gênicos que contêm ainda mais reforçadores, 
distribuídos em distâncias ainda maiores. Por exemplo, vários desses genes 
são regulados por até 10 reforçadores diferentes, talvez mais, espalhados por 
distâncias próximas a 100 kb (como será discutido a seguir). Deste modo, 
os genes engajados em processos importantes do desenvolvimento são fre- 
quentemente regulados por múltiplos reforçadores. Como esses reforçadores 
atuam independentemente uns dos outros, produzindo padrões de expressão 
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FIGURA 21-22 Regulação dife- 
rencial dos reforçadores das faixas 
3 e 4 por gradientes opostos de re- 
pressores Hunchback e Knirps. As 
duas faixas estão posicionadas em regiões 
diferentes do embrião. O reforçador da 
faixa 3 de eve é reprimido por níveis al- 
tos do gradiente de Hunchback e baixos 
níveis do gradiente de Knirps. Em oposi- 
ção, o reforçador da faixa 4 é reprimido 
por baixos níveis do gradiente do repres- 
sor Hunchback, mas por níveis altos de 
Knirps. O reforçador da faixa 3 contém 
poucos sítios de ligação para Hunchback 
e, por isso, são necessários altos níveis de 
Hunchback para sua repressão. O refor- 
gador da faixa 3 contém muitos sítios de 
ligação para Knirps e, consequentemente, 
níveis baixos de Knirps são suficientes 
para sua repressão. O reforçador da fai- 
xa 4 apresenta a organização oposta de 
sítios de ligação ao repressor, Há muitos 
sítios para Hunchback, permitindo que 
níveis baixos do gradiente de Hunchback 
reprimam a expressão da faixa 4, O re- 
forçador da faixa 4 contém poucos sítios 
para Knirps, de modo que são necessários 
altos níveis do gradiente de Knirps para a 
repressão, Observa-se que o reforçador da 
faixa 3 na verdade dirige a expressão de 
duas faixas, 3 e 7, O reforçador da faixa 
4 dirige a expressão das faixas 4 e 6. Para 
simplificar, considera-se apenas uma das 
faixas para cada reforçador. 
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FIGURA 21-23 Repressão de curto 
alcance e autonomia do reforçador. 
Na região reguladora de eve, diferentes 
reforçadores atuam independentemente 
uns dos outros, devido à repressão trans- 
cricional de curto alcance, Os repressores 
que se ligam a um reforçador não inter- 
ferem nos ativadores dos reforçadores vi- 
zinhos. Por exemplo, o repressor Kruppel 
liga-se ao reforçador da faixa 2 e mantém 
a faixa 2 desligada nas regiões centrais do 
embrião, O reforçador da faixa 3 de eve é 
expresso nessas regiões. Ele não é repri- 
mido por Krúppel, por que não possui as 
sequências de DNA específicas reconheci- 
das pela proteina Krúppel. Além disso, os 
repressores KrUppe ligados ao reforçador 
da faixa 2 não interferem nos ativadores 
da faixa 3, porque estão muito distan- 
tes, Krúppel precisa ligar-se a menos de 
100 pb dos ativadores a montante para 
bloquear sua capacidade de estimular a 
transcrição. Os reforçadores das faixas 2 
e 3 estão separados por uma sequência 
espaçadora de 1,5 kb. 
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FIGURA 21-24 Uma mutação 
dominante no gene Antp resulta na 
transformação homeótica de ante- 
nas em patas. A mosca da direita é nor- 
mal. Observa-se o conjunto de antenas 
rudimentares na extremidade frontal da 
cabeça, A mosca à esquerda é heterozi- 
gota para uma mutação Antp dominante 
(AntpD/+). Ela é completamente viável 
e praticamente normal em aparência, 
exceto pelo marcante conjunto de patas 
emanando da cabeça em vez de antenas. 
(Cortesia de Matthew Scott.) 


gênica com efeitos aditivos? No caso de eve, cinco diferentes reforçadores pro- 
duzem sete faixas diferentes. 

A repressão transcricional de curto alcance é um mecanismo de garantia 
da autonomia do reforçador - a ação independente de vários reforçadores para 
gerar os padrões aditivos de expressão gênica. Isso significa que os repressores 
ligados a um reforçador não interferem nos ativadores ligados a outro reforça- 
dor da região reguladora do mesmo gene. Viu-se, por exemplo, que o repressor 
Krúppel se liga ao reforçador da faixa 2 de eve e estabelece o padrão da borda 
posterior dessa faixa. O repressor Krúppel só atua dentro dos limites dos 500 
pb do reforçador da faixa 2. Ele não reprime o promotor central e nem os ati- 
vadores contidos no reforçador da faixa 3, ambos localizados a mais de 1 kb de 
distância dos sítios do repressor Krúppel, no reforçador da faixa 2 (Fig. 21-23). 
Se Krüppel fosse capaz de funcionar a longas distâncias, ou se fosse mapeado 
próximo ao promotor (como os repressores bacterianos), ele interferiria na ex- 
pressão da faixa 3 de eve, porque altos níveis desse repressor estão presentes na 
região do embrião em que o reforçador da faixa 3 de eve está ativo. 


GENES HOMEÓTICOS: UMA IMPORTANTE CLASSE 
DE REGULADORES DO DESENVOLVIMENTO 


A análise genética do desenvolvimento de Drosophila levou à descoberta de 
uma importante classe de genes reguladores, os genes homeóticos, que cau- 
sam a diversificação morfológica dos diferentes segmentos corporais. Alguns 
genes homeóticos controlam o desenvolvimento de partes da boca e antena 
a partir de segmentos da cabeça, enquanto outros controlam a formação de 
asas e halteres a partir de segmentos torácicos. Os dois genes homeóticos mais 
bem estudados são Antp e Ubx, responsáveis pela supressão do desenvolvi- 
mento de antenas e asas, respectivamente. 

Antp (Antennapedia) controla o desenvolvimento do segmento central 
do tórax, o mesotórax. O mesotórax produz um par de patas que são mor- 
fologicamente diferentes das patas anteriores e posteriores. Antp codifica 
uma proteína reguladora com homeodomínio, normalmente expressa no 
mesotórax do embrião em desenvolvimento. O gene não é expresso, por 
exemplo, nos tecidos da cabeça em desenvolvimento. No entanto, uma mu- 
tação dominante em Antp, causada por uma inversão cromossômica, coloca 
a sequência codificadora da proteína Antp sob o controle de um DNA re- 
gulador “estranho”, que promove a expressão gênica em tecidos da cabeça, 
inclusive das antenas (ver Fig. 21-24). Quando expresso erroneamente na 
cabeça, Antp provoca uma curiosa mudança morfológica: desenvolvem-se 
patas no lugar de antenas. 

Ubx (Ultrabithorax) codifica uma proteina reguladora com homeodomí- 
nio que controla o desenvolvimento do terceiro segmento torácico, o me- 
tatórax. Ubx reprime especificamente a expressão de genes necessários ao 
desenvolvimento do segundo segmento torácico, ou mesotórax. De fato, 
Antp é um dos genes sob seu controle: Ubx reprime a expressão de Antp no 
metatórax e restringe sua expressão ao mesotórax de embriões em desen- 
volvimento. Os mutantes que não têm o repressor Ubx exibem um padrão 
anormal de expressão de Antp. O gene não se expressa apenas em seu local 
normal de ação, o mesotórax em desenvolvimento, mas também se ex- 
pressa erroneamente no metatórax em desenvolvimento. Essa expressão 
indevida de Antp causa a transformação do metatórax em um mesotórax 
duplicado. 

Em moscas adultas, o mesotórax contém um par de patas e asas, enquan- 
to o metatórax contém um par de patas e halteres (ver Fig. 21-25). Os halteres 
são consideravelmente menores do que as asas e atuam como estruturas de 
equilíbrio durante o voo. Mutantes Ubx apresentam um fenótipo espetacular: 
eles possuem quatro asas totalmente desenvolvidas, devido à transformação 
dos halteres em asas. 
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A expressão de Ubx nos diferentes tecidos do metatórax depende de sequên- 
cias reguladoras que abrangem mais de 80 kb de DNA genômico. Uma mutação 
chamada Chx (Contrabithorax) perturba este DNA regulador de Ubx sem alterar 
a região codificadora da proteína Ubx. Além de ser expressa em seu sítio normal 
de expressão no metatórax, a mutação Chx provoca a expressão incorreta do 
Ubx no mesotórax (Fig. 21-26). Neste local, Ubx reprime a expressão de Antp, 
bem como de outros genes necessários para o desenvolvimento normal do me- 
sotórax. Como resultado, o mesotórax é transformado em uma duplicação do 
metatórax normal. Este é um fenótipo surpreendente: as asas são transformadas 
em halteres, e as moscas mutantes Cbx resultantes parecem formigas sem asas. 


Alterações na expressão de genes homeóticos são 
responsáveis pela diversidade dos artrópodes 


O campo interdisciplinar conhecido como “evo-devo” está na intersecção de 
duas áreas tradicionalmente isoladas: biologia evolutiva e biologia do desen- 
volvimento. O ímpeto pela pesquisa em evo-devo é que a análise genética do 
desenvolvimento em moscas, vermes nematódeos e outros modelos experi- 
mentais identificou os genes cruciais responsáveis pela diversidade evolutiva. 
Os genes homeóticos representam os primeiros exemplos destes genes. 

Os oito genes homeóticos de Drosophila localizam-se em dois agrupamen- 
tos ou complexos gênicos: o complexo Antennapedia e o complexo Bithorax 
(ver Quadro 21-8, Os genes homeóticos de Drosophila são organizados em 
agrupamentos cromossômicos especiais). Um típico genoma de invertebrado 
contém entre 8 e 10 genes homeóticos, geralmente localizados em apenas um 
complexo. Os vertebrados duplicaram o complexo Hox ancestral e contêm 
quatro agrupamentos. Alterações na expressão e função de genes homeóti- 
cos individuais são responsáveis por alterar a morfologia dos membros em 
artrópodes e os esqueletos axiais de vertebrados. Posteriormente, será descrito 
como as alterações na atividade de Ubx produziram modificações evolutivas 
em insetos e outros artrópodes. 


Alterações na expressão de Ubx explicam as 
modificações dos membros entre os crustáceos 


Os crustáceos constituem a maioria dos artrópodes com capacidade de nadar. 
Alguns vivem nos oceanos, enquanto outros preferem a água doce. Eles in- 
cluem alguns de nossos pratos favoritos, como camarão, caranguejo e lagosta. 
Um dos grupos de crustáceos mais populares para estudo é o Artemia. Nos 
Estados Unidos, seus embriões, no estado dormente de esporos rígidos, po- 
dem ser comprados em lojas para cultivo em aquários, como um brinquedo 
pedagógico ou para a alimentação de peixes. A adição de água salgada rapida- 
mente reabilita seu desenvolvimento. 

As cabeças desses camarões apresentam apêndices para alimentação. 
O segmento torácico mais próximo da cabeça, o T1, tem apêndices natató- 
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FIGURA 21-26 A expressão incorreta de Ubx no mesotórax resulta em perda das 
asas. A mutação Cbx interrompe a região reguladora de Ubx, provocando sua expressão incor- 
reta no mesotórax e resultando na transformação do mesotórax em metatórax. 
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FIGURA 21-25 Mutantes Ubx cau- 
sam a transformação do metatórax 
em um mesotórax duplicado. (a) Mos- 
ca normal, que tem um par de asas proe- 
minentes e um conjunto menor de halte- 
res logo atrás das asas. (b) Um mutante 
homozigoto para uma mutação fraca 
no gene Ubx é mostrado. O metatórax é 
transformado em um mesotórax duplica- 
do. Como resultado, a mosca possui dois 
pares de asas em vez de um conjunto de 
asas e um conjunto de halteres. (Cortesia 
de E.B. Lewis) 
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NÇADOS 


Os genes homeóticos de Drosophila são organizados em agrupamentos cromossômicos especiais 


Os genes Antp e Ubx são apenas dois dos oitos genes homeó- 
ticos do genoma de Drosophila. Os oito genes homeóticos de 
Drosophila localizam-se em dois agrupamentos, ou complexos 
gênicos. Cinco dos oito genes localizam-se no complexo Anten- 
napedia e os três restantes, no complexo Bithorax (ver Fig. 1 
deste quadro), Observa-se que esses são os nomes dos com- 
plexos e não dos genes individuais que compõem os comple- 
xos. Por exemplo, a denominação do complexo Antennapedia é 
uma homenagem ao gene Antennapedia (Antp), que foi o pri- 
meiro gene homeótico identificado no complexo. No complexo 
Antennapedia, existem outros quatro genes homeóticos: labial 
(lab), proboscipedia (pb), Deformed (Dfd) e Sex combs reduced 
(Scr). Da mesma maneira, o complexo Bithorax é assim deno- 
minado em homenagem ao gene Ultrabithorax (Ubx), mas há 
outros dois genes neste complexo: abdominal-A (abd-A) e Ab- 
dominal-B (Abd-B). Outro inseto, o besouro-castanho, contém 
um único complexo de genes homeáticos, que compreende 
homólogos de todos os oito genes homeóticos contidos nos 
complexos Antennapedia e Bithorax de Drosophila. Provavel- 
mente, os dois complexos foram originados por um rearranjo 
cromossômica em um único complexo ancestral, 

Existe uma correspondência colinear entre a ordem dos 
genes homeóticos no cromossomo e seus padrões de ex- 
pressão ao longo do eixo anteroposterior dos embriões em 
desenvolvimento (ver Fig. 1 deste quadro). Por exemplo, o 
gene lab, localizado na posição 3 mais extrema do comple- 
xo Antennapedia, é expresso nas regiões mais anteriores da 
cabeça do embrião de Drosophila em desenvolvimento. Em 
contrapartida, o gene Abd-B, que se localiza na posição mais 
a 5º do complexo Bithorax, é expresso nas regiões mais pos- 
teriores (ver Fig. 1 deste quadro). O significado dessa colinea- 
ridade não foi estabelecido, mas deve ser importante porque 
ela é preservada em todos os grandes grupos de artrópodes. 
(inclusive nos besouros-castanhos) e em todos os vertebrados 
já estudados, inclusive camundongos e seres humanos. 


Complexos de genes Hox controlam a padronização 
anteroposterior de mamíferos 

Os camundongos possuem 38 genes Hox, distribuidos em 
quatro agrupamentos (Hoxa, Hoxb, Hoxc, Hoxd). Cada agru- 
pamento, ou complexo, tem 9 ou 10 genes Hox e correspon- 
de ao complexo único de genes homeóticos dos insetos que 
formou os complexos Antennapedia e Bithorax em Drosophila 
(Fig, 2 deste quadro). Por exemplo, os genes Hoxa-7 e Hoxb-1 
são relacionados ao gene lab de Drosophila, enquanto Hoxa-9 
e Hoxb-9 - localizados na outra extremidade de seus respecti- 
vos complexos — são semelhantes ao gene Abd-B. 

Além dessa homologia seriada” entre os genes Hox de 
camundongos e moscas, cada complexo Hox de camundon- 
gos apresenta o mesmo tipo de colinearidade observado em 
Drosophila. Por exemplo, os genes Hox localizados na extre- 
midade 3” de cada complexo, como Hoxa- e Hoxb-7, são 
expressos nas regiões mais anteriores dos embriões de camun- 
dongo em desenvolvimento (o futuro prosencéfalo). Em con- 
trapartida, os genes Hox localizados próximo à extremidade 5” 
de cada complexo, como Hoxa-9 e Hoxb-9, são expressos nas 
regiões posteriores do embrião (regiões torácica e lombar da 
medula espinal em desenvolvimento). O complexo Hoxd apre- 


embrião de camundongo 


QUADRO 21-8 FIGURA 1 Organização e expressão 
dos genes Hox em Drosophila e no camundongo. A figura 
compara as sequências colineares e os padrões de transcrição 
dos genes Hox em Drosophila e no camundongo. (Adaptada, 
com permissão, de McGinnis W. e Krumlauf R. 1992. Cell 68: 
283-302, Fig. 2. © Elsevier) 


senta expressão sequencial ao longo do eixo anteroposterior 
dos membros em desenvolvimento. Não se observa um padrão 
comparável nos membros dos insetos, o que sugere que os 
genes Hoxd adquiriram “novos” DNAs reguladores durante a 
evolução dos vertebrados. De fato, já se viu no Capitulo 19 que 
uma região de controle global (GCR, global control region) es- 
pecializada coordena a expressão dos genes Hoxd individuais 
nos membros em desenvolvimento. 


Padrões alterados da expressão de Hox geram a 
diversidade morfológica nos vertebrados 


As mutações nos genes Hox de mamíferos causam interrup- 
ções no esqueleto axial, que consiste na medula espinal e nas 
diversas vértebras da espinha dorsal. Essas alterações lem- 
bram algumas das alterações morfológicas vistas nos mutan- 
tes de Antp e Ubx em Drosophila. 

Considere-se o gene Hoxc-8 no camundongo, que é o 
mais relacionado ao gene abd-A do complexo Bithorax de 
Drosophila. Em geral, ele é expresso próximo à divisão entre 
a caixa torácica em desenvolvimento e a região lombar da co- 
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Quadro 21-8 (Continuação) 


765 


a @ 9 cio ci! ol cis 
Hoxo (1 ] 
a o s g a ao di a2 ds 
noa C —— ) 
i lr qi, E FEEST qa 


QUADRO 21-8 FIGURA 2 Conservação da organização e expressão dos complexos de genes homeóticos em 
Drosophila e no camundongo. (Adaptada, com permissão, de Gilbert S.E. 2000. Developmental biology, 6th ed., Fig. 11.36a. 


© Sinauer) 


luna vertebral, a “cauda” anterior. (O gene abd-A é expresso 
no abdome anterior do embrião de Drosophila.) Normalmen- 
te, a primeira vértebra lombar não tem costelas, Entretanto, 
embriões mutantes homozigotos para uma mutação nocaute 
que anula o gene Hoxc-8 apresentam um fenótipo mutante 
drástico. A primeira vértebra lombar desenvolve um par de 
costelas vestigiais, Esse tipo de anomalia de desenvolvimen- 
to às vezes é chamado de transformação "homeótica”, em 
que a estrutura apropriada se desenvolve no lugar errado. 
Neste caso, uma vértebra típica da região torácica posterior 
desenvolve-se na região lombar anterior. 


Manutenção dos padrões de expressão dos genes Hox 
Padrões localizados de expressão de genes Hox são estabe- 
lecidos nos embriões iniciais da mosca e do camundongo 
por combinações de ativadores e repressores transcricionais 
sequência-específicos. Algumas destas proteinas reguladoras. 
são moduladas por vias de sinalização celular, como as vias 
FGF e Wnt. Em Drosophila, muitos dos mesmos repressores 
de gap que estabelecem faixas localizadas de expressão de 
eve também controlam os padrões iniciais de expressão de 
genes Hox, Estes padrões são mantidos ao longo do ciclo de 
vida depois que os repressores de gap são perdidos. 
Considere-se, como exemplo, o gene Hox Abd-B em 
Drosophila. Ele é expresso especificamente no abdome poste- 
rior, incluindo os primórdios dos segmentos abdominais 5 a 8. 
A expressão de Abd-8 é inicialmente reprimida pelos represso- 
res de gap Hb, Kr e Kni na cabeça, no tórax e no abdome an- 
terior do embrião inicial de Drosophila. Estes são os mesmos 
repressores que estabelecem faixas localizadas de expressão 
de eve (ver Figs. 21-19 e 21-20). Estes repressores restringem. 
a expressão de Abd-B aos segmentos abdominais posteriores. 
A manutenção da expressão de Abd-8, bem como a ex- 
pressão da maioria dos outros genes Hox em moscas e mami- 
feros, depende de um grande complexo proteico, chamado 
complexo de repressão Polycomb (PRC, Polycomb repression 


complex). O PRC liga-se às sequências reguladoras de Abd-B 
nas células que falham em ativar o gene no embrião ini 
os progenitores da cabeça, do tórax e do abdome anterior. 
Em todas estas células, o PRC causa a metilação da lisina-27 
da histona H3, e esta metilação correlaciona-se com a repres- 
são da unidade de transcrição de Abd-B associada. Ao con- 
trário, um complexo ativador ubiquo, o complexo Trithorax 
(TRC), liga-se às sequências reguladoras de Abd-B nas células 
que expressam o gene no embrião inicial (ie, os segmentos 
abdominais posteriores). A ligação do TRC leva à metilação 
da lisina-4 na histona H3, e isso está correlacionado com a 
transcrição ativa de Abd-8. 

Portanto, o PRC e o TRC mantêm estados ligado/desl- 
gado da expressão de genes Hox dependendo dos padrões 
de expressão iniciais destes genes no embrião inicial. Se um 
dado gene Hox é reprimido em uma determinada célula, PRC 
liga-se e mantém o gene desligado em todas as descendentes. 
da célula. Ao contrário, se um dado gene Hox for ativado em 
uma determinada célula, então o TRC irá se ligar e garantir a 
expressão estável do gene em todas as suas descendentes. 
TRC e PRC servem para manter uma “memória” reguladora 
dos padrões de expressão dos genes Hox. 


MicroRNAs modulam a atividade de Hox 


Vários complexos de genes Hox contêm genes de microRNA 
{MIRNA ou miR). Por exemplo, o ANFC da mosca contém 
miR-10, e BX-C contém miR-iab4. Acredita-se que os miRNAs 
codificados inibam ou atenuem a síntese de diferentes pro- 
teinas Hox. O miRNA iaba inibe a sintese da proteina Ubx em 
tecidos abdominais. Complexos Hox de vertebrados também. 
possuem genes de miR, incluindo miR-10. O gene miR-196 
está localizado em regiões 5º de vários complexos Hox de ver- 
tebrados. Acredita-se que o miRNA codificado iniba a síntese 
da proteina Hoxb8 em regiões posteriores dos embriões mu- 
rinos. Ver Capítulo 20 para mais detalhes a respeito de como 
os miRNAs bloqueiam ou atenuam a síntese proteica. 
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FIGURA 21-27 Modificações na 
morfologia de dois grupos diferen- 
tes de crustáceos. Nos branquiópodes, 
a expressão de Scr está restrita às regiões 
da cabeça, onde ele auxilia a promover 
o desenvolvimento dos apêndices de ali- 
mentação, enquanto Ubx é expresso no 
tórax, ande controla o desenvolvimento 
dos membros natatórios. Nos isópodes, 
detecta-se expressão do Scr na cabeça 
e no primeiro segmento torácico (T1) e, 
como consequência, o membro natatório 
em T1 é transformado em apêndice de 
alimentação (o maxilipede). Esta expan- 
são posterior de Scr foi possível pela per- 
da da expressão de Ubx em T1 visto que 
Ubx normalmente reprime a expressão de 
Scr. (Adaptada de Levine M, 2002, Nature 
415: 848-849, Fig. 2. © Macmillan.) 


rios semelhantes aos dos outros segmentos do tórax (do segundo ao décimo 
primeiro segmentos torácicos, T2-T11). Artemia pertence a uma ordem de 
crustáceos conhecidos como branquiópodes. Considere-se uma ordem 
diferente de crustáceos, os chamados isópodes. Isópodes contêm mem- 
bros natatórios do segundo ao oitavo segmentos torácicos, assim como os 
branquiópodes. Mas, nos isópodes, os membros do primeiro segmento to- 
rácico foram modificados. Eles são menores do que os demais e funcionam 
como membros para alimentação (Fig. 21-27). Esses membros modifica- 
dos são chamados maxilípedes (também conhecidos como pés maxilares) 
e assemelham-se aos apêndices encontrados na cabeça (não mostrados na 
figura). 

Padrões ligeiramente diferentes de expressão de Ubx são observados 
nos branquiópodes e nos isópodes. Esses padrões de expressão diferentes 
estão correlacionados com a modificação dos membros natatórios do pri- 
meiro segmento torácico dos isópodes. Talvez o último ancestral comum 
dos atuais branquiópodes e isópodes contivesse o arranjo de membros to- 
rácicos observado em Artemia (que é, ele próprio, um branquiópode): todos 
os segmentos torácicos contêm membros natatórios. Durante a divergên- 
cia entre os branquiópodes e os isópodes, as sequências reguladoras de Ubx 
foram alteradas nos isópodes. Em consequência dessa mudança, a expres- 
são de Ubx foi eliminada no primeiro segmento torácico e limitada aos seg- 
mentos T2-T8. Esta alteração na expressão de Ubx permitiu a formação de 
um maxilípede no lugar do membro natatório T1. De fato, em diferentes 
crustáceos, há uma estreita correlação entre a ausência da expressão de Ubx 
no tórax e o desenvolvimento dos apêndices de alimentação. Os embriões 
de lagosta, por exemplo, não expressam Ubx nos dois primeiros segmentos 
torácicos e têm dois pares de maxilípedes. Os camarões limpadores não 
expressam Ubx nos três primeiros segmentos torácicos e têm três pares de 
maxilípedes. 


Como os insetos perderam seus membros abdominais 


Todos os insetos têm seis patas, duas em cada um dos três segmentos toráci- 
cos; isso é válido para todas as espécies de insetos (cerca de 1 milhão). Em con- 
trapartida, outros artrópodes, como os crustáceos, têm um número variável 
de membros. Alguns crustáceos apresentam membros em todos os segmentos 
do tórax e do abdome. Essa modificação evolutiva na morfologia, a perda de 
membros no abdome dos insetos, não se deve a alterações de expressão de 
genes determinantes de padrões, como visto para a formação dos maxilípedes 
nos isópodes. Ela deve-se a alterações funcionais na proteína reguladora Ubx. 

Nos insetos, Ubx e abd-A reprimem a expressão de um gene essencial ne- 
cessário para o desenvolvimento dos membros, chamado Distal-less (DII). Du- 
rante o desenvolvimento dos embriões de Drosophila, Ubx é expresso em altos 
níveis no metatórax e nos segmentos abdominais anteriores; a expressão de 
abd-A estende-se até os segmentos abdominais mais posteriores. Juntos, Ubx 
e abd-A mantêm DII desligado nos sete primeiros segmentos abdominais. Em- 
bora Ubx se expresse no metatórax, ele não interfere na expressão de DII neste 
segmento, porque Ubx só é expresso nas patas em desenvolvimento em T3, 
depois que DII é ativado. Consequentemente, Ubx não interfere no desenvol- 
vimento dos membros em T3. 

Nos crustáceos, como o branquiópode Artemia mencionado anterior- 
mente, níveis elevados de Ubx e de DII são encontrados em todos os 11 
segmentos torácicos. A expressão de DII promove o desenvolvimento de 
membros natatórios. Por que Ubx reprime a expressão de DII nos segmen- 
tos abdominais dos insetos, mas não nos dos crustáceos? A resposta é que 
a proteína Ubx divergiu entre insetos e crustáceos. Isso foi demonstrado no 
experimento seguinte. 
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FIGURA 21-28 Alterações evolutivas na função da proteina Ubx. (a) O reforçador 
Dil (DIIa04) é normalmente ativado em três pares de “pontos” dos embriões de Drosophila. 
Estes pontos desenvolvem-se, formando os três pares de patas da mosca adulta. (b) A ex- 
pressão indevida da proteína Ubx de Drosophila (OmUbxHA) suprime fortemente a expressão 
do reforçador de Dil. (c) Ao contrário, a má expressão da proteina Ubx do camarão de água 
salgada Artemia (AfUbxHA) provoca apenas uma leve supressão do reforçador DI. (Adaptada, 
com permissão, de Ronshaugen M. et al. 2002. Nature 415: 914-917, Fig. 2c. © Macmillan. 
Imagens cortesia de William McGinnis e Matt Ronshaugen.) 


A expressão incorreta de Ubx em todos os tecidos que originarão o tó- 
tax dos embriões transgênicos de Drosophila suprime o desenvolvimento dos 
membros, devido à repressão de DI! (Fig. 21-28). Em contrapartida, a expres- 
são incorreta da proteína Ubx de crustáceos em moscas transgênicas não in- isto 
terfere na expressão do gene Dil nem na formação dos membros torácicos. Es- sena 
sas observações indicam que a proteína Ubx de Drosophila é funcionalmente E capo 
diferente da Ubx de crustáceos. A proteína da mosca reprime a expressão do 
gene Dil, enquanto a proteína Ubx de crustáceos, não. 

Qual é a base dessa diferença funcional entre as duas proteínas Ubx? (Elas 
compartilham apenas 32% de identidade de aminoácidos, mas seus homeo- 
domínios são praticamente idênticos — 59/60 de concordância.) O que ocorre 
é que a proteína de crustáceo tem um pequeno motivo, composto por 29 
resíduos de aminoácidos, que bloqueiam a atividade repressora. Quando essa FIGURA 21-29 Comparação de 
sequência é removida, a proteína Ubx de crustáceos é tão eficaz quanto a da Ubx em ses a asa A joe 
mosca no bloqueio da expressão do gene DII (Fig. 21-29). ue aee au eso O piei 
As proteínas Ubx de mosca e de crustáceo contêm vários domínios de = 3 atividade do domínio de repressão ami. 
repressão, Como discutido no Capítulo 19, é provável que esses domínios in-  noterminal, (À direita) Ubx em insetos 
terajam com um ou vários complexos de repressão transcricional. O peptídeo © peptideo antirrepressão carboxitermi- 
“antirrepressivo” presente na proteína Ubx de crustáceos poderia interferir = na! foi perdido por mutação, (Adaptada, 
na capacidade de recrutamento de tais complexos pelos domínios represso- com permissão, de Ronshaugen M. et al 
res. Quando esse peptídeo é ligado à proteína da mosca, a proteína híbrida 2002. Nature 415: 914-917, fig. 4b. © 
comporta-se como a de crustáceo e não mais reprime DII. Saadi 


motivo de 
antirepressão 


A modificação dos membros de voo pode ter surgido a 
partir da evolução de sequências reguladoras de DNA 


Ubx dominou a discussão sobre modificação morfológica nos artrópodes. Nos 
crustáceos, as alterações no padrão de expressão de Ubx parecem ser as res- 
ponsáveis pela transformação de membros natatórios em maxilípedes. Além 
disso, provavelmente, a perda do motivo de antirrepressão na proteína Ubx 
contribui para a supressão dos membros abdominais nos insetos. Nesta últi- 
ma seção sobre este tema, são revisadas as evidências de que as alterações nas 
sequências reguladoras dos genes-alvo de Ubx poderiam explicar as diferentes 
morfologias de asas encontradas nas moscas-da-fruta e nas borboletas. 

Em Drosophila, Ubx é expresso nos halteres em desenvolvimento, onde 
atua como repressor do desenvolvimento das asas. Cinco a 10 genes-alvo são 
reprimidos por Ubx. Eles codificam proteínas cruciais para o crescimento e 
padronização das asas (Fig. 21-30), e todos são expressos na asa em desenvolvi- 
mento. Nos mutantes de Ubx, esses genes não são mais reprimidos nos halteres 
que, como consequência, desenvolvem-se em um segundo conjunto de asas. 
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FIGURA 21-30 Alterações no DNA 
regulador dos genes-alvo de Ubx. 
(8) O repressor Ubx é expresso nos halte- 
res dos dipteros e nas asas traseiras dos 
lepidópteros (em cor de laranja). (b) Em 
dipteros, diferentes genes-alvo contêm 
sítios para o repressor Ubx, Esses sítios fo- 
ram perdidos nos lepidápteros. 
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As drosófilas são dípteros, e todos os membros dessa ordem apresen- 
tam um único par de asas e um conjunto de halteres. É provável que Ubx 
funcione como repressor do desenvolvimento de asas em todos os dípte- 
ros. As borboletas pertencem a uma ordem diferente de insetos, os lepidóp- 
teros. Todos os membros dessa ordem (que também incluí as mariposas) 
apresentam dois pares de asas, em vez de um só par de asas e um conjunto 
de halteres. Qual é a base das morfologias diferentes das asas dos dípteros 
e dos lepidópteros? 

As duas ordens divergiram a partir de um ancestral comum, há mais de 
250 milhões de anos. Este é mais ou menos o mesmo tempo que separa os 
humanos dos vertebrados não mamíferos, como os sapos. Parece um período 
suficiente para alterar a função do gene Ubx por meio de uma ou de todas as 
três estratégias discutidas. O mecanismo mais simples seria a modificação no 
padrão de expressão de Ubx, de modo que ele fosse perdido nos progenitores 
das asas traseiras dos lepidópteros. Tal perda permitiria que as asas traseiras 
em desenvolvimento expressassem todos os genes normalmente reprimidos 
por Ubx. A alteração de membros natatórios em maxilípedes, nos isópodes, 
constitui um claro precedente para tal mecanismo. Entretanto, não existe 
uma alteração óbvia no padrão de expressão de Ubx entre as moscas e as bor- 
boletas; Ubx é expresso em altos níveis no desenvolvimento das asas traseiras 
das borboletas. 

Isso deixa duas possibilidades. A primeira é que a proteína Ubx seja fun- 
cionalmente distinta nas moscas e nas borboletas. A segunda é que ocorreram 
alterações nos DNAs reguladores de cada um dos 5 a 10 genes-alvo reprimidos 
por Ubx em Drosophila, de modo que eles não mais sejam reprimidos por 
Ubx nas borboletas (ver Fig. 21-30). Parece mais fácil modificar a atividade 
repressora do que alterar as sequências reguladoras de $ a 10 diferentes genes 
controlados por Ubx. 

Surpreendentemente, parece que a explicação menos provável - a altera- 
ção nas sequências reguladoras de vários genes-alvo de Ubx - é a responsável 
pelas diferentes morfologias das asas. A proteína Ubx parece funcionar do 
mesmo modo nas moscas-da-fruta e nas borboletas. Por exemplo, em borbo- 
letas, a perda de Ubx em conjuntos de células da asa posterior a transforma 
em estruturas da asa anterior (ver Fig. 21-30a para notar a diferença entre 
asas anteriores e posteriores). Essa observação sugere que a proteína Ubx da 
borboleta funciona como repressor, suprimindo o desenvolvimento das asas 
dianteiras. Embora isso não tenha sido provado, é possível que os DNAs regu- 
ladores dos genes de padronização da asa tenham perdido os sítios de ligação 
a Ubx (Fig. 21-30b) e não estejam mais reprimidos por Ubx na asa posterior 
em desenvolvimento. 
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EVOLUÇÃO DO GENOMA E ORIGEM 
DOS SERES HUMANOS 


Agora, serão abordados exemplos específicos de análise compamniiva de ge- 
nomas, com foco particular na comparação de genomas animais. A discussão 
final da comparação do genoma Neandertal com os de chimpanzés e seres 
humanos fornece algumas ideias surpreendentes acerca das origens dos seres 
humanos, 


Diversos animais possuem conjuntos de 
genes notavelmente semelhantes 


Cerca de 100 diferentes genomas animais foram totalmente sequenciados e 
montados, mas a maioria destas sequências corresponde apenas a alguns pou- 
cos grupos animais, centrados em torno do genoma humano, bem como de mo- 
delos experimentais cruciais como a mosca-da-fruta, Drosophila melanogaster, e 
o verme nematódeo, Caenorhabditis elegans. Assim, vários genomas de primatas 
(chimpanzés, macaco rhesus, etc.) foram determinados para ajudar a identificar 
as características distintivas do genoma humano (ver discussão posterior). Doze 
espécies diferentes de Drosophila foram sequenciadas para ajudar a entender a 
diversificação de espécies distintas de moscas-da-fruta. Atualmente, apenas um 
terço de todos os filos animais estão representados por uma espécie-membro 
com uma montagem da sequência genômica completa. 

A descoberta mais surpreendente a surgir da análise comparativa de geno- 
mas é o fato de que animais altamente divergentes, desde anêmonas-do-mar 
até seres humanos, possuem um conjunto de genes altamente conservados. 
Um típico genoma de invertebrado (p. ex., anêmona-do-mar, verme, inseto) 
contém cerca de 15.000 genes codificadores de proteínas. Os vertebrados 
possuem um número maior, com uma média de cerca de 25.000 genes. En- 
tretanto, este maior número de genes geralmente não se deve à invenção 
de “novos” genes únicos em vertebrados; em vez disso, deve-se à duplicação 
de “velhos” genes já presentes em genomas de invertebrados. Por exemplo, 
os invertebrados contêm apenas algumas cópias de genes que codificam um 
fator de crescimento chamado fator de crescimento de fibroblastos (FGF, 
fibroblast growth factor), enquanto um genoma de vertebrado típico contém 
mais de 20 genes de FGF diferentes. 

Um olhar sobre o conjunto de genes necessários para os atributos dis- 
tintivos de todos os animais é fornecido pela montagem da sequência genô- 
mica de um eucarioto unicelular, um protozoário, chamado Monosiga. Este 
organismo é o parente vivo mais próximo dos animais modernos. Ainda as- 
sim, ele não possui muitos dos genes necessários para o desenvolvimento 
animal, incluindo os que codificam moléculas sinalizadoras, como Wingless, 
fator de transformação do crescimento $ (TGF-B, transforming growth factor-B), 
Hedgehog e Notch. Ele também é desprovido de genes reguladores responsá- 
veis pela atividade gênica diferencial nos embriões de animais em desenvol- 
vimento, incluindo os genes Hox e os agrupamentos Hox. Assim, a transição 
evolutiva de eucariotos simples para animais modernos necessitou da criação 
de um grande número de genes novos não encontrados entre os organismos 
mais simples que viviam nos oceanos antigos há mais de 1 bilhão de anos. 


Muitos animais possuem genes anômalos 


Apesar do conjunto constante, ou “kit de ferramentas”, de genes básicos para 
o desenvolvimento de todos os animais, cada genoma contém seu atributo 
distinto — e, às vezes, surpreendente. Considere-se o caso da ascídia. Ela con- 
tém um gene que codifica a celulose sintase (Fig. 21-31). Esta enzima é usada 
por plantas para produzir celulose, o principal biopolímero da madeira. Ela 
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FIGURA 21-31 Um gene de plantas no genoma de Ciona comparado a sequên- 
cias de outros animais. É apresentada uma região de 20 kb de uma estrutura de contigs de 
Ciona. Essa sequência contém um gene de endoglucanase, que codifica uma enzima envolvida 
na degradação e na síntese de celulose, um dos principais componentes das paredes celulares 
de plantas. Os retângulos vermelhos no topo representam o gene Kerrigan-1 de Arabidopsis. 
O programa de busca de genes identificou 15 possíveis éxons no gene de Ciona indicados como 
retângulos verdes. Na verdade, existe um éxon a 5º presente no cDNA (retângulos pretos abaixo) 
não identificado pelo programa de computador. De mesma maneira, o programa identificou um 
pequeno intron em uma grande região codificadora de um gene próximo, que codifica um fator 
de processamento de RNA, enquanto a sequência do cDNA sugere que tal Intron não existe. 
Existe, também, uma discrepância no tamanho do éon mais a 5º. Os genes fianqueadores são 
conservados em vermes, moscas e seres humanos, enquanto o gene da endoglucanase é exclu- 
sivo de Ciona, que contém um revestimento de celulose. Observam-se diferenças nas estruturas 
detalhadas Intron-éxon dos outros genes entre diferentes genomas animais. (Reproduzida, com 
permissão, de Dehal etal. 2002. Science 298: 2157-2167, Fig. 8. © AMAS) 


está ausente em praticamente todos os animais, então o que está fazendo na 
ascídia? O adulto é séssil e vive em poças, onde filtra a água do mar. Ele possui 
uma camada protetora como que emborrachada, composta por tunicina, um 
biopolímero relacionado à celulose vegetal. Entretanto, antes da montagem 
do genoma, não estava claro se a ascídia continha seu próprio gene de celulo- 
se sintase endógena ou se empregava um organismo simbiótico para produzir 
a camada de tunicina. De fato, há numerosos exemplos de animais que usam 
simbiontes simples para funções genéticas incomuns. Cupins e baratas que se 
alimentam de madeira, por exemplo, abrigam bactérias simbiontes em seus 
sistemas digestivos que contêm os genes necessários para digerir madeira. 

Outra surpresa veio da análise do genoma do ouriço-do-mar; ele possui 
dois genes, RAG1 e RAG2, necessários para o rearranjo dos genes de imu- 
noglobulina em seres humanos e outros vertebrados (ver Cap. 12). Um dos 
atributos característicos dos vertebrados é a habilidade para montar uma res- 
posta imunológica adaptativa após uma infecção ou um ferimento. Isso in- 
clui a produção de anticorpos específicos que reconhecem antígenos externos 
com grande especificidade e precisão. Os invertebrados possuem imunidade 
inata geral, mas são desprovidos de capacidade para produzir uma resposta 
imunológica adaptativa. Antes da montagem do genoma do ouriço-do-mar, 
pensava-se que um ancestral dos vertebrados modernos havia adquirido um 
vírus ou transposon contendo os genes RAG1 e RAG2. Entretanto, a identifi- 
cação destes genes no ouriço-do-mar sugere que isso não é verdadeiro. Em vez 
disso, os genes RAG foram adquiridos por um ancestral muito mais distante, 
um progenitor dos chamados Deuterostômios, que divergiram em equino- 
dermos modernos (p. ex., ouriços-do-mar) e cordados (p. ex., vertebrados) 
(ver Fig. 21-32). Aparentemente, vários descendentes deste ancestral hipotéti- 
co, como as ascídias, perderam os genes RAG. 


A sintenia é evolutivamente antiga 


Uma das descobertas mais impressionantes das análises comparativas de ge- 
nomas é o alto grau de sintenia, isto é, a conservação da ligação genética 
entre animais evolutivamente distantes. Existe sintenia extensa entre os ca- 
mundongos e os seres humanos. Em muitos casos, essa ligação estende-se 
até mesmo ao peixe baiacu, que compartilhou um ancestral comum com os 
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mamíferos há mais de 400 milhões de anos. O que é ainda mais marcante é o 
fato de algumas das relações de ligação serem conservadas entre seres huma- 
nos e invertebrados simples, como as anêmonas-do-mar, que compartilharam 
um ancestral comum há mais de 700 milhões de anos, bem antes da radiação 
Cambriana que produziu a maioria dos filos animais modernos (Fig. 21-33). 

A ligação genética é essencial em procariotos, nos quais os genes ligados 
são corregulados em um óperon comum (Cap. 18). Esta ligação geralmen- 
te está ausente nos genomas de metazoários, embora o verme nematódeo 
C. elegans tenha alguns óperons. Em outras palavras, genes vizinhos não apre- 
sentam maior probabilidade de serem coexpressos (p. ex., em células sanguí- 
neas) do que genes não ligados. Análises comparativas iniciais de genomas 
pareciam confirmar que a ligação genética não afetava a regulação gênica. Por 
exemplo, não há sintenia óbvia no arranjo de genes relacionados nos geno- 
mas de mamíferos (p. ex., camundongo e ser humano) e genomas de inver- 
tebrados como C. elegans e Drosophila. Entretanto, estão surgindo evidências 
de que os genomas de vermes nematódeos e moscas-da-fruta são altamente 
“derivados”. Ou seja, sofreram rearranjos e alterações distintos não observa- 
dos em outros genomas. Evidências para esta visão vêm da análise do genoma 
de Nematostella, uma simples anêmona-do-mar. 

As anêmonas-do-mar são criaturas antigas. Elas aparecem nos fósseis do 
pré-Cambriano, antes do primeiro surgimento dos Artrópodes (p. ex., trilo- 
bitas) e anelídeos. Apesar de sua simplicidade e história antiga, elas contêm 
vários genes que foram perdidos em moscas e vermes. O que é ainda mais 
marcante é que cerca de metade das ligações genéticas vistas no genoma 


seres humanos 


anèmonas-do-mar PENINE E 


FIGURA 21-33 Conservação da ligação genética entre anêmonas-do-mar e seres 
humanos. O digrama do topo mostra a região de 4 Mb do cromossomo 10 humano (região 
q24), As linhas mostram o alinhamento entre 1 1 diferentes genes neste intervalo e as seguên- 
cias correspondentes em uma região de 1 Mb de um cromossomo de anêmona-do-mar. Todos 
os 11 genes estão localizados juntos em ambos os cromossomos, mas a ordem exata dos genes 
mudou durante o curso dos cerca de 700 milhões de anos desde que os seres humanos e as 
anêmonas-do-mar compartilharam um ancestral comum. 
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FIGURA 21-32 Filogenia dos deu- 
terostômios. Os deuterostômios incluem 
quatro filos animais: Xenoturbellida, Echi- 
nodermata, Hemichordata e Chordata. 
Esistem cinco classes de organismos nos 
equinodermos, duas classes de hemicor- 
dados e três classes de cordados. Obser- 
va-se que os parentes vivos mais próximos 
dos vertebrados são os urocordados, que 
incluem as ascídias (ver Quadro 19-3). 
(Adaptada, com permissão, de Gerhart 
4. 2006. J. Cell Physiol. 209: 677-685. O 
Wiley-Liss, Inc) 
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humano é retida, embora em ordem um tanto embaralhada, no genoma de 
Nematostella (Fig. 21-33). Considere-se a região q24 do cromossomo 10 huma- 
no. Esta região contém 11 genes em um intervalo de 4 Mb, incluindo o gene 
para actina e SLK, que codifica uma quinase necessária para a divisão celular. 
No genoma menor de Nematostella, estes 11 genes não estão apenas presentes 
como também ligados em um intervalo de 1 Mb. A conservação desta sinte- 
nia local levanta a possibilidade de que a ligação possa influenciar a função 
gênica de alguma maneira sutil, que no momento não se consegue explicar. 
O sequencimento de genomas animais adicionais, sobretudo os que represen- 
tam criaturas antigas, como esponjas e vermes chatos, poderia possibilitar a 
reconstrução do cariótipo ancestral - o complemento cromossômico exato e 
as ligações genéticas do ancestral metazoário que gerou todos os filos animais 
modernos vistos hoje. 


O sequenciamento em alta escala está sendo 
usado para explorar as origens humanas 


A capacidade de sequenciar grandes quantidade de DNA de maneira rápida e 
barata criou uma oportunidade para realizar experimentos que eram impossí- 
veis de imaginar até mesmo há um ano. Um exemplo recente disso é a análise 
do genoma Neandertal. 

Os humanos modernos surgiram há aproximadamente 100 mil anos e 
compartilharam um ancestral comum com os Neandertais há cerca de 500 
mil anos. Existem evidências de que os humanos modernos e os Neandertais 
coexistiram em certos locais antes do desaparecimento dos Neandertais há 
cerca de 30 mil anos. Sugerlu-se que os dois grupos acasalaram, resultando na 
ocorrência de pelo menos alguns “genes Neandertais” no genoma humano 
moderno. Para testar esta possibilidade, os cientistas determinaram recente- 
mente a sequência completa do genoma Neandertal. 

Amostras de DNA Neandertal foram obtidas a partir de fósseis bem-pre- 
servados. Entretanto, o DNA está altamente contaminado com bactérias e 
fungos. Ainda assim, a habilidade para gerar centenas de milhares de “leitu- 
ras” de curtas sequências de DNA (ver Cap. 7) permite a identificação de DNA 
Neandertal autêntico entre a mistura de DNAs contaminantes. Na verdade, 
apenas 2 a 3% do DNA total obtido a partir de um fóssil de Neandertal bem- 
-preservado correspondem a DNA Neandertal autêntico correlacionado a se- 
quências de genoma referências de chimpanzés e seres humanos. A compara- 
ção detalhada destas sequências Neandertais com os genomas de chimpanzés 
e seres humanos sugere que de fato houve mistura entre Neandertais e hu- 
manos modernos. É incrível pensar que os genomas de organismos extintos 
podem ser “ressuscitados”. 


RESUMO 


As células de um embrião em desenvolvimento seguem vias 
divergentes de desenvolvimento, pela expressão de diferen- 
tes conjuntos de genes. A maior parte da expressão gênica 
diferencial é regulada no nível de início da transcrição. Há 
três estratégias principais: a localização do mRNA, o contato 
célula a célula « a difusão de moléculas sinalizadoras secre- 
tadas. 

A localização do mRNA é realizada pela ligação de sequên- 
cias 3'-UTR específicas às extremidades crescentes dos micro- 
túbulos. Esse mecanismo é usado para localizar o mRNA de 
ash1 nas células-filhas de leveduras em brotamento. Ele tam- 
bém é usado para localizar o mRNA de oskar no citoplasma 
posterior do óvulo não fertilizado de Drosophila. 


No contato célula a célula, uma molécula sinalizado- 
ra liga-se à membrana e altera a expressão gênica das células 
vizinhas por meio da ativação de uma via de sinalização ce- 
lular. Em alguns casos, um ativador transcricional dormente, 
ou proteína coativadora, é liberado da superfície celular para 
o núcleo. Em outros casos, um fator de transcrição quiescen- 
te (ou um repressor transcricional), já presente no núcleo, é 
modificado de modo a ativar a expressão gênica. O contato 
célula a célula é usado por B. subtilis para estabelecer diferentes 
programas de expressão gênica na célula-mãe e no pré-esporo. 
Um mecanismo semelhante é usado para evitar que as células 
cutâneas se transformem em neurônios durante o desenvolvi- 
mento do sistema nervoso central dos insetos. 


CAPÍTULO 21 Regulação Gênica no Desenvolvimento e na Evolução 


Os gradientes extracelulares de moléculas de sinalização 
celular secretadas podem estabelecer múltiplos tipos celulares 
durante o desenvolvimento de um tecido ou órgão complexos. 
Esses gradientes produzem gradientes intracelulares de fatores 
de transcrição ativados que, por sua vez, controlam a expres- 
são gênica de modo dependente da concentração. O gradiente 
extracelular do Sonic hedgehog produz um gradiente do ativa- 
dor Gli na metade ventral do tubo neural dos vertebrados. Ní- 
veis diferentes de Gli regulam conjuntos diferentes de genes- 
-alvo e, assim, produzem diferentes tipos de células neuronais. 
Da mesma maneira, o gradiente de Dorsal no embrião inicial 
de Drosophila determina diferentes padrões de expressão gêni- 
ca ao longo do eixo dorsoventral. Essa regulação diferencial 
depende das afinidades de ligação de Dorsal aos sítios de liga- 
ção nos reforçadores-alvo. 

A segmentação do embrião de Drosophila depende de 
uma combinação de mRNAs localizados e gradientes de fa- 
tores de regulação. Os mRNAs de bicoide e oskar, localizados 
respectivamente no polo anterior e no polo posterior, resul- 
tam na formação de um gradiente acentuado do repressor 
Hunchback ao longo do eixo anteroposterior. Esse gradien- 
te estabelece padrões sequenciais na expressão de Krüppel, 
Knirps e Giant nas regiões que originarão o tórax e o abdo- 
me. Em conjunto, essas quatro proteínas são chamadas de 
proteínas gap; elas atuam como repressoras transcricionais 
que estabelecem faixas localizadas de expressão gênica de 
acordo com a regra dos pares. As faixas individuais são re- 
guladas por diferentes reforçadores localizados nas regiões 
reguladoras dos genes da regra dos pares, como eve. Cada 
reforçador contém vários sítios de ligação, tanto para ativa- 
dores quanto para repressores de gap. É a interação entre ati- 
vadores com distribuição ampla, como Bicoide, e os repres- 
sores de gap, localizados, que estabelece o limite anterior e 
o posterior de cada faixa de regra dos pares. Para produzir o 
padrão composto, com sete faixas de expressão de regra dos 
pares, os reforçadores das diferentes faixas agem indepen- 
dentemente uns dos outros. Essa autonomia de reforçadores 
é devida, em parte, à repressão da transcrição de curto alcan- 
ce, Um repressor de gap ligado a um reforçado não interfere 
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nas atividades de um reforçador de uma faixa vizinha, loca- 
lizado no mesmo gene. 

Genes homeóticos codificam proteínas reguladoras res- 
ponsáveis por tornar os segmentos corporais individuais dis- 
tintos uns dos outros. Os dois genes homeóticos mais bem 
estudados, Antp e Ubx, controlam o desenvolvimento do se- 
gundo e terceiro segmentos torácicos, respectivamente, da 
mosca-da-fruta. A má expressão de Ubx nas asas em desenvol- 
vimento causa o desenvolvimento de moscas sem asas, en- 
quanto a má expressão de Antp na cabeça causa transformação 
de antenas em patas. 

Os artrópodes podem ser considerados o filo animal mais 
bem-sucedido de todos, em números absolutos e em diversi- 
dade. Sabe-se mais sobre a base molecular da diversidade dos 
artrópodes do que sobre qualquer outro grupo animal. Por 
exemplo, as alterações no perfil de expressão do gene Ubx es- 
tão correlacionadas com a conversão de membros natatórios 
em maxilípedes em diferentes grupos de crustáceos. As alte- 
rações na função da proteína Ubx poderiam ser responsáveis 
pela repressão dos membros abdominais nos insetos. Final- 
mente, as alterações nos reforçadores-alvo de Ubx poderiam 
explicar as diferentes morfologias dos halteres, nos dipteros, e 
das asas traseiras, nas borboletas. 

Montagens de genomas inteiros de diversos grupos ani- 
mais revelam uma marcante conservação do "kit de ferra- 
mentas genéticas” central, A maioria dos genomas animais 
contêm um conjunto semelhante de genes, e a maioria das 
diferenças resulta da duplicação e divergência de genes “anti- 
gos” em vez da invenção de novos genes, A maioria dos genes 
não está apenas conservada na maioria dos grupos, mas há 
também conservação da ligação genética, ou sintenia. Cerca 
de metade de todos os genes no genoma humano está loca- 
lizada próxima dos mesmos vizinhos em grupos animais al- 
tamente divergentes como anêmonas-do-mar. Montagens de 
genomas inteiros estão sendo usadas para obter informações 
sobre nossas próprias origens humanas. Uma comparação dos 
genomas de chimpanzé e Neandertal sugere que os humanos 
modernos possuem contribuições significativas dos "extin- 
tos” Neandertais. 
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QUESTÕES 


Para respostas de questões de número par, ver Apêndice 2: Respostas. 
Questão 1. Defina expressão gênica diferencial. 


Questão 2. Explique a importância de células-tronco plu- 
ripotentes induzidas (iPS) que atuam de forma semelhante a 
células da massa interna de células (ICM). 


Questão 3. Descreva as três estratégias para o estabeleci- 
mento de expressão gênica diferencial durante o desenvolvi- 
mento, 


Questão 4. Resuma as etapas gerais da expressão gênica di- 
ferencial induzida por morfógenos dependentes de concentra- 
ção. 


Questão 5. Qual estratégia para expressão gênica diferencial 
é utilizada pelas células de Saccharomyces cerevisiae na regula- 
ção da troca de tipo acasalante? Cite o mRNA ou proteína rele- 
vante usado na estratégia. 


Questão 6. Qual estratégia para expressão gênica diferencial 
é utilizada pelas células de Bacillus subtilis quando o pré-esporo 
influencia a expressão gênica na célula-mãe? Cite o mRNA ou 
proteína relevante usado na estratégi 


Questão 7. A proteína Dorsal controla a padronização dor- 
soventral do embrião inicial de Drosophila melanogaster. Expli- 
que como o número e tipo de sítios de ligação a Dorsal nos 
DNAs reguladores 5' estão relacionados aos limiares de expres- 
são gênica, 


Questão 8. Descreva um experimento que mostrou que a 
3'-UTR dos mRNAs de bicoide e oskar é necessária para a locali- 
zação adequada no oócito de Drosophila. 


Questão 9. Explique como Bicoide e Nanos estabelecem um 
gradiente da proteína Hunchback no embrião para garantir a 
divisão adequada do embrião em segmentos. 


Questão 10. Considere as faixas 1 a 7 de eve. Sugira um 
ensaio-repórter para testar se o reforçador para a faixa 2 na 
região reguladora 5' do gene eve é necessário e suficiente para 
a expressão adequada da faixa 2. 


Questão 11. Revise a Figura 21-20 para a expressão selva- 
gem das faixas eve. Se o reforçador para as faixas 3 e 7 de eve 
na região reguladora 5' do gene eve for deletado, qual será o 
padrão de faixas eve no embrião? 


Lewis E.B. 1978, A gene complex controlling segmentation in Drosophila. 
Nature 276: 565-570. 

Tschopp P. and Duboule D. 2011. A genetic approach to the transcriptional 
regulation of Hox gene clusters. Anm. Rev. Genet. 45: 145-166. 


Questão 12. Revise a Figura 21-21. Por que a concentração 
de Bicoide e Giant apresenta queda acentuada em vez de gra- 
dual da posição anterior para a posterior ao longo do embrião? 


Questão 13. Explique como patas de Drosophila podem ser 
expressas em vez de antenas. 


Questão 14. Por que muitas das proteínas sinalizadoras são 
consideradas como importantes genes do “kit de ferramentas”? 


Questão 15. O mRNA de bicoide é maternalmente deri- 
vado e localizado na parte anterior dos embriões iniciais de 
Drosophila. A proteína Bicoide é um ativador transcricional do 
gene hunchback, dependente de concentração. 

A seguir, estão representados embriões nos quais um re- 
pórter é expresso sob o controle do promotor do hunchback 
selvagem. Às regiões escurecidas indicam a expressão do re- 
pórter, Use estes padrões para responder às questões seguintes. 


> E 
actor > por amor > poser amor > ont 
pn Dado pia 


anterior -> postorior anterior =» posterior 
padrão padrão E 


A. Qual padrão de expressão você esperaria em embriões de 
uma mãe que não expressa o mRNA de bicoide? Explique, 

B. As moscas Drosophila são organismos diploides. Isso resul- 
ta em um padrão de expressão de repórter que se asseme- 
Iha mais ao padrão C. Você esperaria que este padrão mu- 
dasse se a mãe tivesse apenas uma cópia do gene bicoide? 
Se não, explique por que não. Se sim, explique e selecione 
o padrão de expressão mais provável dentre os apresenta- 
dos acima. 

C. O promotor de hunchback possui sítios de ligação de alta e 
baixa afinidades para a proteina Bicoide. Qual padrão de 
expressão você esperaria se o promotor de hunchback fosse 
mutado de maneira a conter apenas os sítios de baixa afi- 
nidade para a proteína Bicoide e a mãe tivesse duas cópias 
do gene bicoide? Explique sua escolha. 


Biologia de Sistemas 


lecular. Hoje, é possível identificar cada componente — cada gene e 

proteina — envolvido em um processo celular complexo como a di- 
ferenciação de uma célula-tronco em músculo cardíaco. Antes do advento 
das tecnologias de sequenciamento de DNA em larga escala e métodos de 
proteômica, os biólogos moleculares buscavam obter princípios gerais a partir 
da dissecação sistemática de apenas um subconjunto dos componentes to- 
tais — os considerados agentes reguladores limitantes cruciais do processo em 
estudo. A capacidade para identificar e caracterizar cada componente de um 
processo fornece a oportunidade para uma nova linha de pesquisa: quais são 
os princípios de design subjacentes? Neste capítulo, será discutida a disciplina 
emergente da biologia de sistemas, que surgiu da união entre a biologia mole- 
cular experimental tradicional e a análise computacional. 

A biologia molecular deve seu sucesso à abordagem de sistemas relativa- 
mente simples, permitindo investigar os mecanismos subjacentes em deta- 
lhes. Esta abordagem tradicional começou a dar espaço, no entanto, a estraté- 
gias mais ambiciosas e holísticas, nas quais níveis maiores e mais complexos 
de organização biológica são examinados por uma combinação de medidas 
quantitativas e de alto rendimento, modelagem, reconstrução e teoria. Esta 
linha de investigação interdisciplinar veio para definir o campo emergente da 
biologia de sistemas. A biologia de sistemas baseia-se em matemática, enge- 
nharia, física e ciência da computação, bem como biologia molecular e bio- 
logia celular, O objetivo é descrever as propriedades emergentes da rede de 
interações que controlam as funções dos organismos vivos, fazendo isso de 
maneira quantitativa e preditiva. Esta abordagem pode ser aplicada a siste- 
mas biológicos operando em vários níveis, como transferência de informação, 
transdução de sinal, divisão celular e dinâmica de citoesqueleto. Aqui, como 
é apropriado para um texto sobre biologia molecular do gene, o foco é a bio- 
logia de sistemas dos circuitos reguladores gênicos. Espera-se que esta aborda- 
gem revele princípios de controle gênico que não podem ser compreendidos 
a partir do estudo de componentes individuais de maneira isolada. 

A biologia de sistemas está intimamente ligada a outro campo, a bio- 
logia sintética. Como a biologia de sistemas, a biologia sintética busca 
elucidar princípios de design dos circuitos biológicos. Entretanto, a biologia 
sintética tenta fazê-lo pela criação de redes artificiais que mimetizam as ca- 
racterísticas das rotas naturais de controle gênico. Esta abordagem permite 
testar os modelos de como os sistemas reguladores funcionam. Devido à sua 
relativa simplicidade, tais redes artificiais podem ser analisadas de maneira 
mais quantitativa do que os circuitos reguladores geralmente mais complexos 
encontrados em sistemas naturais. 


O: AVANÇOS TECNOLÓGICOS TRANSFORMARAM A natureza da biologia mo- 
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FIGURA 22-1 Redes simples for- 
madas por nós e bordas. (a) Comuta- 
dor simples, Duas versões do comutador 
são apresentadas com sinais negativo (b) 
e positivo (c) (d) Autorregulação negati- 
va; (e) autorregulação positiva. 


FIGURA 22-2 Porta AND. O óperon 
da lactose está sujeito à lógica de uma 
porta AND na qual a saída (transcrição do 
óperon) requer a presença de CAP-cAMP e 
(AND) a ausência do repressor Lacl. 


A biologia de sistemas é de alto interesse não apenas em relação ao que re- 
vela sobre a lógica do controle gênico, mas também no contexto da evolução. 
A principal força motriz na evolução de organismos mais complexos está, 
como foi visto no Capítulo 19, nas alterações das redes que controlam a ex- 
pressão gênica, e não nos genes propriamente ditos. Por exemplo, os animais 
possuem um conjunto de genes semelhante, mas expressam estes genes em 
diferentes locais e em momentos diferentes (às vezes, muito diferentes). Em 
outras palavras, as redes reguladoras são relativamente plásticas na evolução, 
enquanto os genes que elas controlam são relativamente estáticos. 

Aqui, será apresentada uma breve introdução à biologia de sistemas e à bio- 
logia sintética com ênfase particular em circuitos de controle gênico naturais e 
reconstruídos. A atenção é voltada aos princípios do design dos circuitos genéti- 
cos e em uma compreensão intuitiva do comportamento de diagramas de cone- 
xão alternativos para o controle gênico, mas não à matemática detalhada subja- 
cente a uma grande parte deste campo. À biologia de sistemas é um novo campo, 
mas, como será visto, alguns de seus princípios derivam de estudos clássicos 
de controle gênico, sobretudo os apresentados no Capítulo 18. Neste capítulo, 
entretanto, será introduzida a linguagem formalizada que ajuda a estender estes 
simples exemplos a uma gama de sistemas reguladores biologicamente diversos. 


CIRCUITOS REGULADORES 


Circuitos reguladores podem ser descritos como redes simples que consis- 
tem em nós e bordas. Os nós são os genes e estão representados por pontos; 
as bordas representam a regulação de um gene pelo produto de outro e estão 
representadas por linhas (Fig. 22-1a). As bordas podem demonstrar direciona- 
lidade para indicar se A regula B ou vice-versa. As bordas também podem ter 
sinais para indicar se a regulação é negativa ou positiva. Assim, uma linha ter- 
minando com um “1”, estendendo-se do gene A ao gene B, indica que o pro- 
duto do gene A é um regulador negativo do gene B (Fig. 22-1b). Inversamente, 
uma linha com uma seta estendendo-se do gene A para o gene B indica que o 
produto do gene A atua positivamente sobre a expressão do gene B (Fig. 22-10). 

Inicia-se com um comutador simples de dois nós no qual o produto do 
gene A controla a expressão do gene B (Fig. 22-1a). Assim, em resposta a um 
sinal, a proteína reguladora codificada pelo gene A desencadeia a expressão 
do gene B. À proteina reguladora pode ser um repressor; neste caso, à trans- 
crição é desencadeada pela presença de um indutor, que inativa o repressor 
(Fig. 22-1b). Alternativamente, o regulador pode ser um ativador cuja habili- 
dade de desencadear a transcrição ocorre em resposta a uma molécula sinali- 
zadora (Fig. 22-10). 

O óperon da lactose (descrito no Cap. 18, Fig. 18-6) é controlado por duas 
proteínas reguladoras e fornece exemplos entrelaçados de ambos os tipos de re- 
gulação: a transcrição é desencadeada pela presença de um indutor, que inativa 
o repressor Lac, e por um aumento na concentração de cAMP, que promove a 
ligação do ativador CAP (do inglês, catabolite activator protein [proteína ativa- 
dora de catabólito]) ao DNA. Assim, o óperon da lactose não é um comutador 
simples: sua expressão requer a ausência de repressor e a presença de CAP liga- 
do a seu ligante, cAMP. Esta é a lógica de uma “porta AND” (do inglês, em que 
AND é a conjunção coordenativa aditiva “e”), termo da engenharia elétrica que 
indica que duas condições de entrada devem ser cumpridas para que haja uma 
saída. Aqui, as condições são liberação da repressão e ativação positiva. As por- 
tas AND estão representadas pelo símbolo mostrado na Figura 22-2. 


AUTORREGULAÇÃO 


Geralmente, genes reguladores controlam sua própria transcrição, bem como 
a transcrição de outros genes-alvo. Este controle é conhecido como autorre- 
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gulação, e seu sinal pode ser negativo ou positivo, cada um deles com suas 
próprias características peculiares (Fig. 22-1d,e). 


A autorregulação negativa abafa o ruído e 
permite um rápido tempo de resposta 


Primeiramente, será abordada a autorregulação negativa; neste caso, o gene 
de um repressor é negativamente controlado por seu próprio produto. Um 
exemplo clássico de autorregulação negativa é o gene cl do bacteriófago À, 
discutido no Capítulo 18. (Lembre-se de que cl também é um exemplo de 
autorregulação positiva, como será discutido adiante.) Assim, a ligação do 
repressor CI ao sítio operador O,, bloqueia a transcrição de seu próprio gene 
(Cap. 18, Fig. 18-27). 

Qual é o significado biológico da autorregulação negativa, e por que ela 
foi repetidamente selecionada durante a evolução? Uma explicação foi apre- 
sentada no Capítulo 18: a autorregulação negativa é um mecanismo de ho- 
meostase que garante que o nível da proteína reguladora seja mantido em ní- 
vel constante, Assim, se o nível de CI cair o suficiente para aliviar a repressão 
de cl e outros genes-alvo, o consequente aumento de transcrição aumentaria 
a concentração celular de repressor e restabeleceria a repressão. Inversamente, 
se a expressão do gene for superior e gerar mais repressor do que o necessário, 
a autorregulação negativa irá garantir que o gene seja mantido silenciado até 
que o nível de repressor seja diluído durante o crescimento e divisão celula- 
res, ou por degradação proteolítica, ou por ambos. 

A autorregulação negativa apresenta outro benefício, talvez menos ób- 
vio: rápido tempo de resposta. Considere os imperativos opostos de produzir 
repressor o mais rápido possível, mas não de maneira a produzir repressor 
em excesso. O uso de um promotor forte garantiria a rápida produção, mas, 
em estado de repouso, levaria à sobreacumulação; por outro lado, o uso de 
um promotor comparativamente fraco poderia atingir o nível adequado de 
repressor, mas levaria mais tempo para fazê-lo. A autorregulação negativa per- 
mite o melhor dos dois mundos: um promotor relativamente forte pode ser 
usado para dirigir a rápida acumulação da proteína reguladora, enquanto a 
autoinibição da transcrição desliga o excesso de acumulação quando o nível 
adequado de repressor é atingido. Tanto modelos matemáticos quanto expe- 
rimentos confirmaram que a autorregulação negativa permite uma resposta 
mais rápida para o mesmo nível de acúmulo de proteina do que a regulação 
simples (Fig. 22-3). 


A expressão gênica está sujeita a muito ruído 


O conceito de ruído na expressão gênica está implícito na discussão sobre o 
papel da autorregulação negativa na homeostase. Até pouco tempo, assumia- 
-se que o nível de expressão de um gene em uma população homogênea de 
células era relativamente constante de célula para célula. Hoje, no entanto, 
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FIGURA 22-3 Cinética em respos- 
ta a um indutor. Um comutador simples 
(B), um comutador autorregulador nega- 
tivo (A) e um comutador autorregulador 
positivo (C) respondem com diferentes 
cinéticas a um sinal indutor. 
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FIGURA 22-4 Ruidos intrínseco 
versus extrínseco. Células de E. coli con- 
tendo duas cópias do mesmo gene — em 
um caso, fusionado a um repórter geran- 
do uma proteina fluorescente vermelha 
e no outro, um repórter gerando uma 
proteína fluorescente verde. (a) Resulta- 
dos previstos se ambos os genes varias- 
sem em expressão ao longo do tempo e 
entre indivíduos dentro da mesma célula 
(ruído intrínseco). (b) Resultados previs- 
tos se o nivel de expressão de ambos os 
genes variasse em sincronia ao longo do 
tempo devido ao ruído extrinseco. (c) Mi- 
crografia fluorescente documentando o 
ruído intrínseco a partir da observação de 
que, além das células amarelas, algumas 
células são vermelhas e outras são verdes. 
(Reproduzida, com permissão, de Elowitz 
M.B: et al, 2002. Science 297: 1184- 
1186. © AAAS.) 


é reconhecido que os níveis de expressão gênica variam substancialmente 
entre os indivíduos de uma população e, inclusive, entre duas cópias do mes- 
mo gene na mesma célula. Define-se, portanto, ruído como a variação na 
expressão gênica sob condições aparentemente uniformes, A existência de 
ruído indica que a estocasticidade influencia o nível de expressão de genes 
individuais. Estocasticidade indica que um processo é caracterizado, até 
certo ponto, por aleatoriedade. Como será visto mais tarde, alguns motivos 
reguladores são projetados para lidar com o ruído, e outros motivos são pro- 
jetados para explorá-lo. 

O ruído na expressão gênica vem de duas fontes: intrínseca e extrínseca; 
ambas levam a diferenças na expressão gênica em uma população. O ruído 
intrínseco refere-se à variação no nível de expressão de genes individuais 
de uma célula e deve-se a eventos estocásticos na maquinaria de expressão 
gênica. Um experimento clássico que demonstra o ruído intrínseco usa célu- 
Jas de Escherichia coli contendo duas cópias do mesmo gene. Uma cópia do 
gene é unida a um repórter que codifica uma proteína fluorescente vermelha 
ea outra, a um repórter que codifica uma proteína fluorescente verde. Se o 
ruído intrínseco estiver ausente, ambas as cópias do gene deverão produzir 
quantidades iguais de proteínas fluorescentes vermelha e verde e, assim, as 
células deverão ser amarelas. Em vez disso, O que se observa é que muitas 
células são nitidamente vermelhas e outras, nitidamente verdes (Fig. 22-43). 
Assim, o nível de expressão de cada gene não é idêntico em nenhuma célula. 
Ou seja, em algumas células, uma cópia do gene (p. ex., a cópia marcada com 
a proteína fluorescente verde) é mais ativamente expressa que a outra cópia 
(a cópia marcada com a proteína fluorescente vermelha); em outras células, 
acontece o contrário. 

O ruído extrínseco refere-se a diferenças na expressão gênica entre 
células em uma população aparentemente homogênea ou a alterações na 
expressão gênica na mesma célula, ao longo do tempo. Este ruído é provavel- 
mente causado por micro-heterogeneidade no ambiente da célula individual 
ou por flutuações na capacidade de as células realizarem a transcrição ou a 
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síntese proteica ao longo do tempo. Um exemplo de ruído extrínseco está 
ilustrado na Figura 22-4b, na qual se observa que o nível de expressão de 
ambos os genes varia ao longo do tempo. Neste caso, o nível de expressão de 
ambos os genes em uma célula individual varia em uníssono, aumentando 
por um período e, então, diminuindo. Isso significa que a capacidade ge- 
ral de as células individuais suportarem a expressão de alguns ou de todos 
os genes flutua com o tempo. Na micrografia de fluorescência mostrada na 
Figura 22-4c, observa-se que algumas células são amarelas (indicando que ex- 
pressam os genes-repórteres vermelho e verde), enquanto outras são verme- 
Ihas (indicando que expressam apenas o gene-repórter vermelho) ou verdes 
(indicando que expressam apenas o gene-repórter verde), como resultado do 
ruído intrínseco. 

Voltando para a autorregulação negativa, vê-se que este motivo regulador 
ajuda as células a lidarem com o ruído ao permitir que elas compensem varia- 
ções no nível de expressão do gene autorregulado. O circuito autorregulador 
negativo que controla a síntese de CI do bacteriófago À é, portanto, chama- 
do de “robusto”. Robustez indica que a saída de um circuito regulador é 
insensível a um determinado parâmetro. Assim, a habilidade de o circuito 
autorregulador de CI atingir um nível basal de repressor é robusta em relação 
ao ruído na expressão do gene cl. Como será visto adiante, outros motivos 
reguladores também ajudam as células a superarem o desafio de lidar com 
diferentes fontes de estocasticidade, como as flutuações em sinais que desen- 
cadelam a expressão gênica. 

A estocasticidade não é uma peculiaridade de E. coli. De fato, é provável 
que ela seja bastante difundida entre os organismos vivos. Por exemplo, o 
padrão da pelagem de um gato clonado por transferência de um núcleo somá- 
tico para uma célula-tronco embrionária não é idêntica à do gato a partir do 
qual seu genoma foi derivado. Como o clane e o gato do qual ele foi derivado 
são geneticamente idênticos, esperaria-se que os gatos tivessem pelagens de 
padrão idêntico. O fato de isso não ocorrer sugere que a cascata de eventos ge- 
néticos que controla o padrão da pelagem não está completamente gravada e 
deve envolver processos estocásticos. Como segundo exemplo, as impressões 
digitais de gêmeos idênticos não são idênticas. 


A autorregulação positiva retarda a expressão gênica 


A autorregulação positiva ocorre quando uma proteína ativadora estimula a 
transcrição de seu próprio gene (Fig. 22-1e). Novamente, o gene cl do bacte- 
riófago À fornece um exemplo clássico, porém, complexo: sob baixas concen- 
trações celulares, o repressor CI ocupa preferencialmente os operadores Op, 
ou O, que estão a montante do promotor (P,,) que dirige a transcrição de cl 
(Cap. 18, Fig. 18-26). A proteína CI ligada a Op, contacta a RNA-polimerase 
para estimular a transcrição, promovendo mais síntese de CI. Obviamente, e 
como já foi visto, quando CI atinge altos níveis, ela também ocupa Ox, para 
reprimir a transcrição. Portanto, o gene cl está sujeito a ambos os tipos de 
autorregulação, positiva e negativa. 

Agora, será abordado o caso de um gene de uma proteína ativadora que 
está sujeito apenas à autorregulação positiva (ver Fig. 22-1e). O acúmulo do 
produto gênico em estado de repouso ocorre quando a taxa de síntese da 
proteína está em equilíbrio com a perda da proteína por degradação (se ela for 
instável) ou por diluição por meio de crescimento e divisão da célula. Assim, 
“estado de repouso” refere-se a uma condição na qual o nível do produto 
gênico apresenta variação não significativa ao longo do tempo. O ponto im- 
portante é que o tempo necessário para alcançar o estado de repouso depois 
que um gene é ativado é mais longo para o caso da autorregulação positiva do 
que para o caso da autorregulação negativa, ou para a ausência total de retro- 
alimentação (Fig. 22-3). Ou, para ser mais exato, o tempo em que a metade 
do acúmulo máximo ocorre é mais longo para a autorregulação positiva do 
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FIGURA 22-5 Biestabilidade. 
(a) A biestabiidade é controlada por um 
comutador autorregulador positivo no 
qual a proteina reguladora Comk estimu- 
la a transcrição a partir do próprio gene 
comk, bem como de genes-alvo. A coo- 
peração entre moléculas de Comk ligadas 
ao promotor cria uma resposta não linear, 
que é hipersensível a pequenas alterações 
estocásticas no nivel de Comk. O comu- 
tador está posicionado no limite entre os 
estados LIGADO e DESLIGADO. (b) Um 
exemplo clássico de biestabilidade no qual 
uma população de células de 8. subtilis 
(vermelho) está ativada (LIGADA) (verde) 
ou desativada (DESLIGADA) para a expres- 
são de um gene-repórter sob o controle 
de um promotor ativado pelo regulador 
de competência Comk. O repórter co- 
difica uma proteina verde fluorescente. 
(b, Reproduzida, com permissão, de 
Dubnau D. e Losick R. 2006. Mol. 
Microbiol. 61: 564-572. © Blackwell 
Science) 


que para os comutadores reguladores alternativos. Isso ocorre porque a taxa 
de produção, que aumenta ao longo do tempo, depende primeiramente do 
acúmulo do ativador. 

A autorregulação positiva pode ser útil em processos biológicos que se 
desenrolam lentamente, como o desenvolvimento, que podem beneficiar- 
-se do acúmulo lento de proteínas envolvidas na morfogênese. Por exemplo, 
no processo de desenvolvimento antigo (ou primordial) da esporulação na 
bactéria Bacillus subtilis (a qual será retomada mais tarde), as principais pro- 
teínas reguladoras que controlam os eventos tardios na formação do esporo 
(os fatores a alternativos da RNA-polimerase, o” e o") estimulam a transcrição 
de seus próprios genes estruturais, bem como dos genes para proteínas mor- 
fogenéticas. Assim, os fatores a, bem como os produtos dos genes que eles 
controlam, acumulam-se lentamente porque a produção de o” e o* depende 
de sua própria síntese. 

A autorregulação positiva possui um benefício adicional. Ela é a base para 
um tipo extremo de comutador regulador conhecido como “comutador bies- 
tável”, como será explicado adiante. 


BIESTABILIDADE 


Todos os circuitos reguladores abordados até o momento são reversíveis no 
sentido de que, uma vez que o sinal que ativou (LIGOU) um gene (ou genes) 
é removido, o circuito volta ao estado desativado (DESLIGADO). Em alguns 
casos, no entanto, quando o gene é ativado (LIGADO), ele permanece blo- 
queado (LIGADO) por períodos de tempo relativamente longos. Isso é conhe- 
cido como comutador biestável. 


Alguns circuitos reguladores persistem 
em estados estáveis alternativos 


Um exemplo bem-estudado de comutador biestável é o circuito que controla 
se B. subtilis irá ou não tornar-se geneticamente competente. A competên- 
cia é um estado especializado no qual a bactéria parou de crescer e adquiriu 
a capacidade para captar DNA nu e incorporar sequências homólogas em seu 
genoma por recombinação genética. O regulador-mestre da competência é a 
proteína de ligação ao DNA, ComK, um ativador de aproximadamente 100 
genes, incluindo ele próprio (Fig. 22-5). O que torna o comutador estável é 
a cooperatividade na ligação de múltiplas moléculas de ComK à região pro- 
motora de comk. Como foi visto no Capítulo 18, Quadro 18-4, no caso do 
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repressor de À (que é ele próprio responsável por um exemplo clássico de bies- 
tabilidade que será retomado adiante), a cooperatividade deste tipo confere 
não linearidade à saída do comutador, como uma função da concentração do 
ativador. Em outras palavras, a saída é altamente sensível a alterações no nível 
de ComkK (o oposto da robustez). 

O potencial celular para ativar comk é controlado por uma via regu- 
ladora que opera em nível de estabilidade proteolítica da proteína ComK. 
Ainda assim, a decisão final de ativar comk é estocástica. Isto é, sob con- 
dições nas quais ComK não está sujeita à degradação, apenas algumas das 
células da população tornam-se competentes. Isso pode ser observado cla- 
ramente usando células que abrigam um repórter fluorescente (o gene para 
a proteína fluorescente verde) para a atividade gênica dirigida por ComK. 
A Figura 22-5 mostra que as células bifurcam em uma subpopulação na qual 
comk está ativo (LIGADO) e uma subpopulação na qual ele está inativo 
(DESLIGADO). Isso ocorre porque o circuito de retroalimentação positiva 
está posicionado no limiar entre ter ComK insuficiente para ativar comk 
e o suficiente apenas (uma quantidade-limiar) para desencadear o circuito 
autorregulador positivo necessário para ativar genes controlados por ComK 
(ver Quadro 22-1, Biestabilidade e histerese). Assim, o ruído na expressão do 
gene de comk resultando em pequenas variações nos níveis de ComK entre 
as células permite que o ativador alcance uma concentração-limiar em algu- 
mas células e não em outras, Este exemplo de autorregulação positiva ilustra 
como o ruído na expressão gênica pode ser explorado para dirigir as células 
a estados alternativos. 

A autorregulação positiva não é apenas a base da biestabilidade. Um co- 
mutador que é estável em dois estados alternativos também é alcançado pelo 
uso de repressores mutuamente reprimidos, ou seja, dois repressores que con- 
trolam negativamente a transcrição um do outro. Como mencionado ante- 
riormente, o bacteriófago À fornece um exemplo clássico de comutador bies- 
tável, mas este é baseado em um circuito regulador duplo-negativo ao invés 
de autorregulação positiva; as ações mutuamente antagonistas dos represso- 
res CI e Cro juntamente com a cooperatividade travam os estados alternativos 
lisogênico e lítico do vírus (Cap. 18). Voltando à linguagem da biologia de 
sistemas, seria possível dizer que o bacteriófago À possui um comutador de 
dois nós conectado em ambas as direções por bordas negativas. 

Embora numerosos exemplos de comutadores biestáveis sejam encon- 
trados em bactérias, a biestabilidade não está, de maneira alguma, limitada 
aos micróbios. Assim, por exemplo, durante a embriogênese, o nematódeo 
Caenorhabditis elegans produz neurônios gustativos bilateralmente simétricos 
chamados “ASE esquerdo” e “ASE direito” que expressam genes para recepto- 
res gustativos alternativos. Um circuito de retroalimentação duplo-negativo 
que pode ser mantido de maneira estável em um ou outro estado dita se uma 
célula precursora comum irá expressar um ou outro conjunto de receptores. 
Neste caso, o comutador não é lançado estocasticamente. Em vez disso, sinais 
a montante ditam em que direção o comutador será lançado, enquanto o 
circuito de retroalimentação duplo-negativo subsequentemente trava o co- 
mutador em seu estado predeterminado. 


Comutadores bimodais variam em sua persistência 


Como se viu, comutadores biestáveis são bimodais porque podem persis- 
tir por extensos períodos de tempo em estados estáveis alternativos. No 
caso da competência genética e do comutador genético do fago À, a base 
para a biestabilidade são circuitos reguladores autorreforçadores acoplados 
à ligação cooperativa de proteínas reguladoras ao DNA. Alguns circuitos 
reguladores que apresentam bimodalidade são ditos excitáveis porque não 
persistem em estados estáveis alternativos. Como os sistemas biestáveis, 
os sistemas excitáveis envolvem um circuito autorreforçador que causa 
grande resposta estereotipada a uma pequena perturbação. Em sistemas 
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PEXPERIMENTOS-CHAVE 


Quadro 22-1  Biestabilidade e histerese 


Um experimento mostrando que a autorregulação positiva é 
a base para a biestabilidade do comutador comK é baseado 
no uso de uma cópia modificada de comK que foi posta sob 
o controle de um promotor cuja atividade pode ser modula- 
da para cima ou para baixo em resposta a um indutor (Fig. 1a 
deste quadro). Em células que possuem apenas o gene mo- 
dificado, não se observa biestabilidade, e o nível de expres- 
são gênica dirigida por Comk aumenta de maneira mais ou 
menos uniforme em resposta a níveis crescentes de indutor, 
mostrando distribuição unimodal de níveis de expressão en- 
tre as células na população em qualquer concentração de 
indutor (Fig. 1b deste quadro). Entretanto, nas células que 
possuem o gene modificado e o gene autorregulado nor- 
mal, concentrações crescentes de indutor fazem as células 
bifurcarem em uma subpopulação mostrando baixo nível de 
atividade de ComK e em uma subpopulação mostrando alto 
nível de atividade de Comk (Fig. 1c deste quadro). Em outras 
palavras, a produção de Comk a partir do gene modificado 
“prepara a bomba” para o gene autorregulado, provocando 
a ligação do comutador em mais e mais células à medida que 
o nível de ComK aumenta, 

Em sentido estrito, o uso do termo "biestabilidade” re- 
quer que um comutador apresente uma propriedade chama- 
da histerese. Histerese é um tipo de memória que 
que um comutador que tiver sido ligado sob um determina- 
do conjunto de condições não seja imediatamente desligado 
quando estas condições forem removidas ou revertidas. Con- 
sidere, por exemplo, as propriedades histeréticas do material 
ferromagnético. Quando exposto a um campo magnético, o 
material torna-se magnetizado e, é importante notar, perma- 
nece assim mesmo quando o campo magnético externo é re- 
movido. Agora vamos voltar ao exemplo de células que pos- 
suem Comk e uma cópia modificada de Comk que responde 
a um indutor. Como foi visto, adicionar mais e mais indutor 
faz o nível de ComK aumentar até exceder o limiar, causando 
a ligação do comutador autorregulador. Agora considere o 
que acontece quando é diminuído o nível de indutor de ma- 
neira que menos e menos Comk seja produzido a partir da 
cópia do gene modificada, Observa-se que, à medida que o 
nível de indutor é reduzido, Comk permanece ligado mesmo 
sob concentrações de indutor que eram insuficientes para 
ligar o comutador quando a quantidade do indutor estava 
aumentando. Em outras palavras, ComK lembra que está no 
estado ligado mesmo quando as condições originais que o 
ligaram são revertidas. 

O comutador que controla a decisão entre os modos de 
propagação lisogênico e lítico do bacteriófago À também é 
histerético. Quando o prófago é induzido em resposta a uma 
breve exposição das células lisogênicas a um agente de dano 
ao DNA, o fago entra irreversivelmente no modo de cresci- 
mento litico. Ou seja, o fago não reinicia o estado lisogêni 
(volta a produzir repressor CI) mesmo depois que o fator 
dutor (o agente de dano ao DNA) é removido. Como exemplo 
contrário, quando o óperon da lactose é ligado pela presença 
de lactose, o óperon retoma a seu estado desligado quando 
o indutor é removido do meio. 
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QUADRO 22-1 FIGURA 1 Biestabilidade do comu- 
tador de comK. (a) O experimento mostra que a autorre- 
gulação positiva causa biestabilidade. O painel mostra um 
gene de comK modificado no qual o promotor de comK 
é substituido por um promotor que responde ao indutor 
IPTG (o do óperon lac). (b) Uma resposta gradual ocorre 
quando comk está sob o controle de um promotor induzi- 
vel por IPTG em células que possuem apenas o gene comK 
modificado. (c) Uma distribuição bimodal é vista quando 
a autorregulação positiva é mantida intacta e o sistema é 
preparado com uma cópia induzível por lactose de comk. 
Observa-se que as células em a e b abrigavam uma fusão 
do gene da proteína verde fluorescente e um promotor 
sob o controle de Comk. (b,c, reproduzidas, com permis- 
são, de Maamar H. e Dubnau D. 2005. Mol. Microbiol. 56: 
615-624, Fig. 4E, J. O Blackwell Science.) 
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excitáveis, entretanto, a mudança para um estado alternativo é transiente 
e facilmente reversível. 

Um exemplo clássico de um sistema excitável em biologia é o potencial 
de ação de um neurônio. Os neurônios apresentam um potencial de repouso 
(em geral, -70 mV) no qual a concentração de cátions é levemente maior fora 
do que dentro da célula, resultando em uma carga negativa líquida no cito- 
plasma. Se o potencial de repouso aumentar acima de um limiar (-S5 mV), os 
canais de proteína da membrana, conhecidos como canais iônicos dependen- 
tes de voltagem, abrem-se, permitindo que íons sódio fluam para dentro da 
célula, Este fluxo de entrada de íons positivos faz o potencial de membrana 
aumentar ainda mais, desencadeando canais adicionais que não haviam sido 
abertos para permitir a entrada de íons sódio na célula. Por fim, esta cascata 
de abertura de canais culmina em um pico de voltagem positiva (+40 mV) 
dentro da célula. A alta voltagem, por sua vez, causa o fechamento dos canais 
de sódio. Os íons sódio em excesso são então bombeados para fora do neu- 
rônio, e a membrana retorna a seu estado de repouso original. Assim, uma 
pequena perturbação no potencial de membrana desencadeia uma grande 
resposta programada, porém, uma resposta que desencadeia a sua própria re- 
versão rápida ao estado de repouso original. 

Da mesma maneira, podem ser considerados excitáveis os circuitos re- 
guladores autorreforçadores que não conseguem manter estados alternativos 
por extensos períodos de tempo ou que desencadeiam uma cadeia de eventos 
que causa a reversão do circuito. Assim sendo, o sistema de competência gené- 
tica discutido anteriormente pode ser considerado excitável. A autorregulação 
positiva por Comk cria um comutador biestável que poderia manter Comk 
em altos níveis por um período de tempo prolongado. Entretanto, sobreposto 
à síntese autorreforçadora de ComK está um circuito de retroalimentação ne- 
gativo que, por fim, leva à destruição proteolítica da proteína ativadora. Este 
circuito de retroalimentação negativo permite que células competentes saiam 
de seu estado competente de não crescimento e retornem a um estado vegeta- 
tivo proliferativo. O comutador genético do fago à, ao contrário, pode manter 
o estado lisogênico por muitas gerações e, portanto, é mais apropriadamente 
considerado biestável. 

A competência é um evento de baixa probabilidade. Sob condições de 
indução de competência, apenas uma pequena proporção de células entra 
no estado de não crescimento no qual pode captar DNA. Um exemplo muito 
mais robusto de excitabilidade é apresentado pela mesma bactéria quando 
está crescendo ativamente. Sob condições de crescimento estável, as células 
de B. subtilis existem em estados alternativos: células individuais livres em 
suspensão e cadeias de células sésseis. É importante notar que os dois tipos 
de células mudam de um para outro estado de maneira estocástica com uma 
frequência de dezenas de gerações celulares. Por que B. subtilis produz uma 
população mista de dois tipos celulares muito diferentes? Uma hipótese é que 
a bactéria evoluiu para proteger suas apostas, sem saber por quanto tempo as 
condições favoráveis presentes poderão durar. As cadeias sésseis podem ser 
consideradas colonizadores que se aderem às superfícies e exploram um mi- 
croambiente atualmente favorável, enquanto as formas livres são retirantes 
que buscam novos ambientes favoráveis. 

Como as células mudam de um estado para outro? No centro desta mu- 
dança estão duas proteínas reguladoras chamadas SinR e SIrR (Fig. 22-63). 
Assim como o comutador CI/Cro do fago à, abordado no Capítulo 18, as 
proteínas SinR e SirR fazem parte de um circuito duplo-negativo. Ao contrá- 
rio do circuito do fago À, entretanto, no qual ambas as proteínas reguladoras 
são repressoras dos genes uma da outra, SinR é um repressor do gene de SrR, 
mas SirR é um inibidor de SinR que prende o repressor em um complexo 
(o complexo SIrR-SinR) no qual ele não consegue reprimir o gene de SIrR. 
, um braço do circuito duplo-negativo opera em nível de transcrição 
gênica e o outro braço, em nível de interação proteína-proteína. O comutador 
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FIGURA 22-6 Circuito excitável 
que controla a troca entre estados 
celulares alternativos. (2) Desenho 
do circuito duplo-negativo que controla 
motilidade e formação de cadeias. Para 
simplificar, SirR e SinR foram abreviados 
como Sir e R, respectivamente. No estado 
de SIrR”“º, SinR reprime o gene para SIrR 
(braço esquerdo do circuito), manten- 
do os níveis de SIR baixos (sombreado) 
No estado de SIrR*™9, SIR, que está com 
níveis altos (em negrito), sequestra SinR 
em um complexo, desreprimindo o gene 
para SIR. (b) Canal microfiuídico fechado 
na base e aberto no topo, como indica- 
do pelo desenho à esquerda. À medida 
que as células crescem e se dividem, elas 
saem pelo canal no topo. O quimógrafo à 
direita mostra uma série de micrografias 
de time-lapse tiradas em intervalos de 5 
minutos. Uma célula móve! (em verde) na 
parte inferior, à esquerda, troca para um 
estado de formação de cadeia (em verme- 
lho), originando progênie que mantém 
este estado. Finalmente, uma célula que 
forma cadeias, na parte inferior, retorna 
ao estado móvel (em verde), originando 
progênie que mantém o estado de mo- 
tilidade. (Painel b gentilmente cedido por 
T. Norman.) 


SR 


existe em dois estados autorreforçadores: um estado SIrR”™™®, no qual o gene 
para SIrR está reprimido por SinR, e um estado SIrR*™®, no qual o gene para 
SirR está desreprimido e SinR é mantido inativo por SIrR. Células no estado 
SlrR“*º expressam genes para motilidade e separação celular e são, portanto, 
formas livres em suspensão. Células no estado SIrR"“º, por outro lado, são 
reprimidas para genes de motilidade e separação celular, crescendo, portan- 
to, como cadeias sésseis. Células no estado SIrR™™ também expressam genes 
para uma matriz extracelular que torna as cadeias passíveis de agregação. 

Esta comutação pode ser visualizada em tempo real usando um disposi- 
tivo de microfluidos, no qual as células são incorporadas em canais longos, 
cada um deles da largura de uma bactéria. As células carregam um repórter 
fluorescente para um gene de motilidade (verde) e para um gene de matriz 
(vermelho) que é característico do estado de cadeias. O quimógrafo da Figu- 
ra 22-6b mostra uma série de micrografias de time-lapse de um único canal 
tiradas em intervalos de 5 minutos. Uma célula móvel (verde) na base do ca- 
nal deu origem à uma progênie que expressava genes de estado de cadeia (ver- 
melho). Subsequentemente, uma célula no estado de cadeia próxima à base 
volta ao estado de célula que expressa genes de motilidade (verde). A coleta 
de dados a partir de grandes números de experimentos de time-lapse mostra 
que as células persistem por múltiplas gerações em cada estado e mudam de 
um para outro de maneira estocástica. 


CIRCUITOS DE FEED-FORWARD 


Uma contribuição importante do campo da biologia de sistemas é o achado 
de que dentre a miríade de tipos de circuitos reguladores simples que são teo- 
ricamente possíveis, apenas um pequeno número é comumente encontrado 
na natureza. Evidentemente, certos circuitos possuem propriedades benéficas 
que são favorecidas pela seleção natural. 


Circuitos de feed-forward são redes com três 
nós que possuem propriedades benéficas 


Um exemplo impressionante é fornecido por redes que consistem em três 
nós (Fig. 22-7a). Existem 13 maneiras possíveis de conectar três nós com 
bordas. Estas podem ser distinguidas umas das outras pela direção das bor- 
das, se as bordas conectam dois ou todos os três nós, e se pares de nós são 
conectados por uma ou duas bordas. Curiosamente, um dos 13 padrões, co- 
nhecido como circuito de feed-forward (Fig. 22-7b), é altamente super- 
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-representado na natureza. Ele é referido como “motivo de rede” porque é 
um tema recorrente em circuitos genéticos. O motivo de rede feed-forward 
consiste em um fator de transcrição A que controla o gene para um segundo 
fator de transcrição B (Fig. 22-7b). Ambos os fatores de transcrição, por sua 
vez, controlam o terceiro gene no motivo C. Observa-se que a Figura 22-7b 
simplesmente transmite o sentido da regulação (p. ex., o nó A controla o 
nó B), e não o sinal. 

Se sinais (controle positivo vs. negativo) forem atribuídos às bordas di- 
recionais, então oito tipos de circuitos de feed-forward poderão ser distin- 
guidos. Novamente, a seleção natural favoreceu dois que são encontrados 
mais frequentemente do que os outros. Em um dos motivos de circuito de 
feed-forward (conhecido como “motivo coerente”), as vias direta e indireta 
que levam ao gene-alvo, representando a saída, possuem o mesmo sinal 
(Le, A e B são ativadores) (Fig. 22-7c). No outro motivo favorecido (conhe- 
cido como motivo incoerente), as duas vias possuem sinais diferentes, com 
o gene-alvo C sujeito ao controle positivo por A na via direta e controle 
negativo por B na via indireta (Fig. 22-7d). Em ambos os casos, a expressão 
do gene-alvo está sujeita à lógica de uma porta AND; isto é, a transcrição 
de C requer A “AND” B (A e B) na primeira e A “AND NOT” B (A, mas não 
B), na última. 

Como ambos os motivos são favorecidos entre todos os outros circuitos 
de feed-forward e, de fato, dentre as possíveis redes de três nós, faz sentido 
esperar que eles tenham propriedades favoráveis que têm sido a base para 
sua seleção na evolução. Na verdade, a modelagem computacional e a ex- 
perimentação revelaram que cada motivo possui características que os tor- 
nam úteis nos circuitos reguladores. Por exemplo, o circuito de feed-forward 
coerente possui a propriedade de requerer uma entrada sustentada para que 
o gene-alvo C seja transcrito (Fig. 22-7c). Em outras palavras, este tipo de 
circuito de feed-forward é um detector de persistência que responde apenas 
a um sinal que tem vida longa ou é persistente. Esta propriedade deriva do 
fato de que a ativação do gene-alvo depende do ativador primário A e do 
acúmulo suficiente do ativador secundário B. Assim, o sinal de entrada deve 
permanecer por tempo suficiente para que o ativador secundário B alcance a 
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FIGURA 22-7 Tipos de redes. 
(a) Uma rede de “três nós” na qual cada 
nó é um gene, e os genes estão unidos 
uns aos outros por bordas. (b) Circuito de 
feed-forward, a rede de três nós mais co- 
mum encontrada na natureza. (c) Forma 
“coerente” de circuito de feed-forward 
na qual as bordas direta e indireta que le- 
vam ao gene-alvo possuem sinal positivo. 
(d) Forma “incoerente” do circuito na qual 
a borda direta possui um sinal positivo e a 
indireta, um sinal negativo. 
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concentração-limiar necessária para ativar o gene-alvo C. Em outras palavras, 
ao impor um atraso na resposta a uma entrada, o circuito de feed-forward coe- 
rente ajuda a célula a distinguir entre um sinal sustentado verdadeiro e uma 
flutuação estocástica (ruído) na intensidade do sinal. 

O motivo de feed-forward incoerente possui a sua própria característica be- 
néfica (Fig. 22-7d). Ele é um gerador de pulso que provoca a ligação da expres- 
são gênica e, então, seu desligamento. Assim, o ativador A liga o gene-alvo C, 
mas ao longo do tempo o acúmulo do repressor B causa o desligamento do 
gene-alvo. Desta maneira, o circuito de feed-forward incoerente é útil quando 
a expressão gênica é necessária apenas por um breve período de tempo. 


Circuitos de feed-forward são utilizados no desenvolvimento 


Estes insights revelam princípios de design simplificadores em vias complexas 
de controle gênico. Em alguns casos, uma combinação de circuitos coerentes 
e incoerentes é usada para produzir padrões elaborados de atividade gênica. 
Um exemplo drástico disso vem do processo de esporulação citado anterior- 
mente, cujo circuito regulador é uma série conectada de circuitos de feed- 
«forward coerentes e incoerentes (Fig. 22-8). Os circuitos coerentes garantem 
que a entrada para o circuito seja persistente e, portanto, que o desenvol- 
vimento não seja desencadeado no momento ou local errados. Da mesma 
maneira, os circuitos incoerentes são usados para gerar pulsos sucessivos de 
expressão gênica ao longo do curso da morfogênese. 

Outro exemplo é visto nos mecanismos que controlam a padronização 
dorsoventral no embrião de Drosophila. Como discutido no Capítulo 21, este 
processo é iniciado pela proteina reguladora materna Dorsal, que se encon- 
tra distribuída em um amplo gradiente. Um alvo direto da Dorsal é o gene 
twist, que é ativado entre níveis intermediários e altos da proteína regulado- 
ra. Twist também é uma proteína reguladora, e atua em conjunto com Dor- 
sal para ativar uma ampla variedade de genes-alvo, como snail. Este motivo 
regulador é, portanto, um claro exemplo de um circuito de feed-forward coe- 
rente. Além disso, porém, snail codifica um repressor transcricional, e vários 
genes-alvo de Dorsal e Twist também são reprimidos por Snail. Portanto, 
esses genes-alvo são regulados por um circuito de feed-forward incoerente. 
Assim, a rede de dorsal, twist, snail e genes a jusante consiste, como no caso 
da esporulação bacteriana, em circuitos de feed-forward coerentes e incoe- 
rentes ligados. No caso da embriogênese de Drosophila, os circuitos de feed- 
-forward são usados para controlar a padronização dorsoventral. Assim, no 
mesoderma, onde os níveis de Dorsal (e de Twist) e, portanto, de Snail, são 
altos, alvos da repressão mediada por Snail estão DESLIGADOS, enquanto no 
ectoderma neurogênico, onde os níveis de Dorsal e, portanto, de Snail, são 
baixos, estes genes estão LIGADOS. 


CIRCUITOS OSCILANTES 


Em geral, pensa-se em regulação em termos de genes LIGADOS ou DESLI- 
GADOS ou de ajuste de seus níveis de expressão. Entretanto, outro tipo de 
controle gênico de grande importância na biologia é a oscilação na qual a 
expressão de grandes números de genes é periodicamente ativada e, então, 
desativada em intervalos regulares ao longo do tempo. A elucidação do circui- 
to que controla este comportamento oscilatório, e fazê-lo de maneira quanti- 
tativa, é um dos principais desafios da biologia de sistemas. 


Alguns circuitos geram padrões oscilantes 
de expressão gênica 


Um exemplo relativamente simples de circuito regulador oscilante é o ciclo 
celular da bactéria Caulobacter crescentus (Fig. 22-9). Aqui, os reguladores-mes- 
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tres CtrA e GcrA aumentam e diminuem em abundância fora de fase um com 
o outro de maneira periódica. Sua presença alternada dirige a expressão gêni- 
ca em um padrão oscilatório ao longo do curso do ciclo celular. 

Um exemplo bem-conhecido de comportamento oscilatório é o relógio 
que dirige a expressão periódica de grandes números de genes em diferentes 
períodos durante o ciclo de dia e noite. Em moscas e mamíferos, este ritmo 
circadiano é controlado em parte por um circuito de retroalimentação ne- 
gativo envolvendo as proteínas ativadoras Clock e Cycle e o autorrepressor 
Per (Period). As proteínas Clock e Cycle ligam-se à região reguladora do gene 
per, e estimulam sua transcrição. Quando a proteína Per se acumula em ní- 
vel crítico, ela consegue contrapor-se à ação de Clock e Cycle e desligar sua 
própria síntese. Quando per é desativado desta maneira, a proteína Per, que 
é proteoliticamente instável, é depletada da célula. Isso leva a um nível su- 
blimiar do autorrepressor, que é insuficiente para bloquear a ativação por 
Clock e Cycle. O gene per é, portanto, reativado. Este ciclo de ativação/desa- 
tivação da expressão de per ajuda a definir o ciclo de 24 horas da atividade 
gênica. Ele é criticamente dependente do tempo de síntese e degradação 
da proteína Per. Mudanças na estabilidade da proteína Per podem alterar a 


FIGURA 22-8 Os circuitos que 
controlam a formação de espo- 
ros são uma série de circuitos de 
feed-forward conectados. Os nomes 
referem-se a proteinas reguladoras ou 
sinalizadoras. Para simplificar, não está 
representado que os fatores a” e g” es- 
tão sujeitos à autorregulação positiva. 
(Redesenhada, com permissão, de Wang 
ST et al. 2006. J. Mol. Biol. 358: 16-37, 
Fig. 5. © Elsevier) 
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FIGURA 22-9 Os reguladores CtrA 
e GcrA aumentam e diminuem em 
abundância fora de fase um com 
o outro durante o ciclo celular de 
Caulobacter. (Adaptada, com permis- 
são, de Holizendorff J. et al. 2004. Science 
304: 983-987, Fig. 38,C. © AAAS.) 
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frequência das oscilações para produzir ciclos de ativação/desativação aber- 
rantes a cada 22 ou 26 horas, no lugar do ciclo normal de 24 horas. Ainda 
assim, como o relógio circadiano mantém seu ciclo de 24 horas e faz isso de 
maneira robusta não é totalmente compreendido e, sem dúvida, envolve 
mecanismos adicionais a serem elucidados. 

Curiosamente, a autorregulação negativa também parece estar envolvida 
em outro exemplo não relacionado de expressão gênica periódica: a formação 
dos somitos nos embriões vertebrados. Os somitos são blocos condensados de 
células do mesoderma que formam os segmentos musculares repetidos e as 
vértebras da coluna vertebral (Fig. 22-10a). Eles formam-se da cabeça à cauda 
e - pelo menos no zebrafish - dependem da atividade oscilatória LIGADA/ 
DESLIGADA dos genes reguladores her] e her7. Estes genes são expressos de 
maneira cíclica em futuras células de somitos, até o momento em que estas 
células estejam prontas para diferenciar-se e formar um somito físico. À me- 
dida que cada novo lote de células amadurece, ele interrompe sua oscilação, 
de maneira que algumas células ficam paradas no máximo de seu ciclo de 
oscilação e outras, no mínimo, em uma ordem espacial regular que marca o 
padrão do somito em formação. Logo atrás de cada novo somito está o pró- 
ximo grupo de futuras células de somitos que passam pelo mesmo processo, 
envolvendo outro ciclo de ativação/desativação de atividade gênica, produ- 
zindo, assim, um novo somito. 

A expressão oscilatória LIGADA/DESLIGADA de her1 e her7 no zebrafish 
foi submetida à modelagem matemática e a simulações de computador. Herl 
e Her7 são proteínas autorrepressoras que se ligam a regiões reguladoras dos 
genes her1 e her7, desligando a transcrição. Este estado reprimido, porém, 
dura pouco: quando os níveis das proteínas repressoras Herl e Her7 dimi- 
nuem abaixo de um ponto crítico devido à sua depleção por proteólise, o blo- 
queio da transcrição é aliviado e um novo ciclo de síntese de proteína come- 
ça, restaurando o estado reprimido, e assim por diante, em ciclos repetidos. 
Os níveis oscilantes dos produtos dos genes repressores regulam a expressão 
de outros genes para definir o padrão de cada novo somito. No zebrafish, um 
novo somito forma-se a cada 30 minutos, aproximadamente. A principal ca- 
racterística do modelo que explica o tempo da formação do somito é o atraso 
entre o período em que os genes her1 e her7 estão ligados e o acúmulo dos 
autorrepressores em concentração suficiente para desligar sua própria síntese 
(Fig. 22-10b). 
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FIGURA 22-10 Expressão de genes de somitos no desenvolvimento dos verte- 
brados. (a) Somitos no embrião de galinha em desenvolvimento são mostrados aqui. As setas 
identificam os somitos e a zona de expressão gênica oscilatória na qual os futuros somitos 
serão gerados. (Imagem gentilmente cedida por Julian Lewis.) (b) Aqui, está apresentado o mo- 
delo para geração e sincronização da expressão oscilatória de genes de somitos no zebrafish. 
A expressão gênica oscilatória é controlada por um circuito de retroalimentação negativo 
envolvendo os autorrepressores Her e Her7. A sincronização das oscilações entre as célu- 
las é alcançada pela sinalização Delta/Notch. Herl/Her7 inibem a produção do ligante Delta. 
Ao contrário, a sinalização de Notch estimula a produção das proteinas Her. (Adaptada de uma 
figura gentilmente cedida por Julian Lewis.) 


O circuito autorregulador Her1/Her7 explica bem como os genes de somi- 
tos são expressos em um ciclo LIGADO/DESLIGADO em células individuais, 
mas como a expressão gênica oscilatória em uma célula é mantida em sincro- 
nia com a expressão das células vizinhas no futuro somito? A sincronização 
é alcançada por uma via intercelular de sinalização célula a célula. Além de 
reprimir seus próprios genes, Herl e Her7 inibem a expressão de um gene que 
codifica uma proteína de superfície celular chamada Delta. Delta liga-se à pro- 
teína receptora Notch nas células vizinhas (ver Cap. 21). Quando ativado pelo 
ligante Delta, o sistema de sinalização Notch, por sua vez, estimula a expressão 
dos genes para Her1 e Her7. Quando os níveis de proteina Her são altos no ciclo 
LIGADO/DESLIGADO (e, portanto, a expressão do gene her é baixa), a produ- 
ção do ligante Delta é baixa (Fig. 22-10b). Como consequência, a sinalização 
Notch e, portanto, a expressão dos genes her em células adjacentes também são 
baixas. Em contrapartida, quando os níveis de Her1 e Her7 são baixos (e, por- 
tanto, a expressão do gene her é alta), os níveis de Delta aumentam e estimulam 
a expressão do gene her em células adjacentes. Em cada caso, o sinal emitido 
do vizinho via Notch colabora com Herl e Her7 internos da célula para manter 
a Célula e suas vizinhas oscilando em sincronia. Assim, ciclos sobrepostos de 
autorregulação negativa e sinalização intercelular geram e coordenam o com- 
portamento oscilatório entre as células que dão origem ao somito. 


Circuitos sintéticos mimetizam algumas das 
características das redes reguladoras naturais 


Uma abordagem complementar para entender os princípios do design que 
controlam as redes reguladoras consiste em construir circuitos relativamente 
simples que mimetizam as características dos sistemas naturais, o objetivo do 
campo da biologia sintética. Um exemplo drástico de design de circuito bem- 
«sucedido é o “repressilador”. O repressilador é uma rede de três nós que foi 
criada em E. coli e que consiste em três proteínas reguladoras ligadas umas às 
outras de maneira circular na qual o sinal de todas as bordas é negativo. O re- 
pressilador consiste em genes para os repressores bacterianos ACI, Lacl e TetR, 
de modo que CI reprime o gene para Lacl, o qual, por sua vez, reprime o gene 
para TetR, que, para completar a rede, reprime o gene para CI. Poderia ser an- 


790 


Parte5 Regulação 


tecipado que um circuito de três nós resultaria em baixo nível de transcrição 
basal de todos os três genes. Em vez disso, entretanto, o repressilador mostra 
um impressionante padrão oscilatório de transcrição com periodicidade de 
cerca de 2 horas. Presumivelmente, flutuações nos níveis dos três repressores 
devidas ao ruído na expressão de seus genes impedem que o sistema alcance 
o estado de repouso e resulta, em vez disso, em um padrão oscilatório de ex- 
pressão. Ainda assim, o comportamento oscilatório do repressilador é muito 
menos robusto do que o comportamento dos sistemas naturais abordados 
anteriormente, o que ressalta o fato de que o circuito sintético é inadequa- 
do para mimetizar os circuitos mais complexos (porém, ainda não completa- 
mente elucidados) dos osciladores naturais. 

Várias outras redes criadas sinteticamente mostram diversos padrões es- 
tereotipados de comportamento. Um exemplo disso é uma biblioteca de cir- 
cuitos artificiais criada a partir de múltiplos fatores de transcrição e múltiplos 
promotores em uma variedade de combinações. Membros desta biblioteca de 
circuitos respondem diferencialmente a combinações diferentes de sinais de 
entrada. Outro exemplo vem da construção de linhagens “remetentes” e “res- 
pondentes” que criam padrões bandeados de expressão gênica em placas de 
ágar. À linhagem remetente está no centro da placa e produz uma molécula 
sinalizadora que se difunde a partir do centro, criando um gradiente, Cada 
uma das duas linhagens respondentes, que estão presentes em toda a placa, 
responde de maneira diferente a concentrações altas e baixas da molécula 
sinalizadora pela produção de proteinas-repórter cromogênicas distinguíveis. 
Como resultado, uma linhagem respondente produz cor em padrão de halo 
que está próximo das células remetentes, e a outra produz um halo que está 


distante das células remetentes. 


RESUMO 


A biologia de sistemas é um campo emergente que busca des- 
crever níveis complexos de organização biológica pelo uso de 
uma combinação de medidas quantitativas e de alto rendi- 
mento, modelagem, reconstrução e teoria. Quando aplicada a 
circuitos reguladores, a biologia de sistemas procura revelar os 
princípios do controle gênico que não podem ser compreen- 
didos a partir do estudo de componentes individuais isolados. 
O campo complementar da biologia sintética também tem 
como objetivo elucidar os princípios do design, mas procura 
fazer isso por melo da criação de redes reguladoras artificiais 
que mimetizam características dos circuitos naturais. 

As redes de transcrição consistem em nós, que represen- 
tam genes, e bordas, que representam a regulação de um gene 
por outro. Em um motivo regulador simples de dois nós, um 
gene controla a expressão de outro, e esta regulação pode ser 
negativa ou positiva. Outro motivo simples é a autorregulação, 
na qual um gene regula sua própria expressão. A autorregula- 
ção negativa, na qual um gene reprime sua própria expressão, 
possui a propriedade de tamponar o ruído, que é a variação 
na expressão gênica sob condições aparentemente uniformes. 
A autorregulação positiva possui a propriedade de permitir que 
a expressão basal seja alcançada lentamente. Uma forma ex- 
trema de autorregulação positiva é o comutador biestável no 
qual um gene pode estar DESLIGADO ou LIGADO por longos 
períodos de tempo. 

Outro motivo comum nas redes reguladoras é o circuito 
de feed-forward. Um circuito de feed-forward é um motivo de 
três nós no qual um gene regulador (gene A) controla a ex- 
pressão de um gene-alvo e a expressão de um segundo gene 


regulador (gene B). Este segundo gene regulador também 
controla a expressão do gene-alvo. Assim, em um circuito 
de feed-forward, o gene A controla a expressão do gene-alvo 
tanto direta quanto indiretamente, via gene B. A expressão 
do alvo está sujeita a uma porta AND em que a expressão de- 
pende de duas condições: em um caso, a presença de ambos 
os ativadores e no outro, a presença do ativador e a ausência 
do repressor. 

Alguns circuitos reguladores na natureza geram ciclos os- 
cilantes de expressão gênica, como observado no ciclo celular, 
no desenvolvimento e nos ritmos circadianos. O design destes 
circuitos é tal que o surgimento de uma proteina reguladora 
leva a seu próprio desaparecimento e ao surgimento de uma 
segunda proteína reguladora. Esta segunda proteina regula- 
dora, por sua vez, causa seu próprio desaparecimento e o res- 
surgimento da primeira proteína reguladora, gerando, assim, 
um ciclo LIGADO/DESLIGADO contínuo de expressão gênica. 
Uma rede sintética formada por três repressores ligados em 
tandem em um circuito circular mimetiza osciladores naturais, 
pois gera um padrão cíclico de expressão gênica, porém, não 
com a robustez dos osciladores naturais. 

Os métodos usados na biologia de sistemas permitem à 
identificação sistemática de cada componente envolvido em 
um processo celular complexo. A capacidade para obter tais 
informações está levando a uma mudança de paradigma na 
maneira como os biólogos analisam dados. Em vez de per- 
guntar como um processo funciona, é possível hoje perguntar 
por que ele está organizado de determinada maneira. Olhando 
para o futuro, os insights obtidos a partir da biologia de siste- 


mas em combinação com a crescente sofisticação da biologia 
sintética poderão algum dia tornar possível a criação de célu- 
las artificiais contendo um conjunto mínimo de circuitos para 
autopropagação. Nesse caso, o futuro também verá a criação 
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Para respostas de questões de nümero par, ver Apêndice 2: Respostas. 


Questão 1. O que representam os nós e bordas em circuitos 
reguladores? Como eles são representados? 


Questão 2. Explique o que significa o termo “porta AND” 
em termos de regulação. 


Questão 3. Descreva o gráfico para autorregulação negativa 
(nível de expressão gênica [9% ao longo do tempo) mostrado 
na Figura 22-3. Explique por que a regulação negativa é sele- 


Questão 4. Descreva a relação entre ruído e estocasticidade. 


Questão 5. Considere o experimento no qual a expressão de 
duas cópias do mesmo gene é medida usando a proteina fluo- 
rescente verde como repórter para a primeira cópia do gene e 
a proteína fluorescente vermelha para a segunda cópia, em cé- 
lulas de E, coli. Forneça um exemplo de ruído intrínseco versus 
extrínseco observado neste sistema. 


Questão 6. Explique por que um circuito regulador sob au- 
torregulação negativa é descrito como robusto. 


Questão 7. Na Figura 22-3, que porção da curva de autorre- 
gulação positiva representa o momento em que a saída alcan- 
ça o estado de repouso? Explique como o estado de repouso é 
alcançado quando a expressão gênica está sujeita à autorregu- 
lação positiva. 


Questão 8. Qual propriedade da ligação de ComK ao pro- 
motor para comk faz este circuito regulador ser um comutador 
biestável? 


Questão 9. Qual tipo de circuito regulador controla a alter- 
nância entre os estados de células individuais livres e cadeias 


de células em Bacillus subtilis? Por quanto tempo as células 
persistem nos estados de célula livre ou em cadeia? 


Questão 10. Considere um gene ativado por luz, Na pre- 
sença de luz persistente, o gene é ativado e, logo após, é desa- 
tivado, Qual tipo de circuito de feed-forward você espera que 
controle este gene? Explique sua escolha. 


Questão 11. O que é um ritmo circadiano e como ele é re- 
gulado? 


Questão 12. Usando bordas e nós, cite e desenhe um cir- 
cuito regulador que representa a expressão de uma proteína 
reguladora quando ativada rapidamente e mantida em nível 
constante. 


Questão 13. Usando bordas e nós, desenhe um circuito re- 
gulador que represente o repressilador sintético. Cite os genes 
nos nós e descreva o padrão de expressão a partir do repressi- 
lador. 


Questão 14. O óperon ara controla a expressão de vários 
genes, incluindo araC. Na presença do açúcar arabinose e da 
proteína de ligação ao DNA AraC, a expressão gênica é ativada. 
A proteína AraC está envolvida em autorregulação positiva. 
Como representado a seguir, os pesquisadores construí- 
tam um circuito que consiste em uma série de promotores 
artificiais (cada um deles contendo um sítio de ligação para 
AraC e um operador lac). Lembre-se de que a presença da ara- 
binose e de AraC promove a transcrição dos genes a jusante, 
laci codifica o repressor Lacl, e a ligação de Lacl ao operador 
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lac desliga a transcrição (mesmo na presença de arabinose e 
de AraC). 


== .777772— E 
m 1777770 — ua 


mm y Em 
sitio de ligação a AraC operador Jac 


A. Sea arabinose for adicionada à cultura de bactérias con- 
tendo todos os três construtos, um padrão oscilatório de 


expressão de YFP é observado. Assuma que uma peque- 
na quantidade de AraC está presente. Explique breve- 
mente como a expressão de YFP é ativada após a adição 
de arabinose. 


B. Após o aumento inicial na produção de YFP seguindo a 


adição de arabinose, como YFP é desativado? 


C. Uma vez desligada, como a expressão de YFP é novamente 


ativada? 

Como a oscilação seria afetada se uma pequena quanti- 
dade de IPTG (um indutor do óperon lac) fosse adicion: 
da ao meio juntamente com a arabinose? 

Desenhe o circuito de três nós, marcando os nós (AraC, 
Lacl e YFP) e incluindo as bordas apropriadas (—> repre- 
sentando ativação e — representando repressão). 
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FOTOGRAFIAS DOS ARQUIVOS DO COLD 
SPRING HARBOR LABORATORY 


Robert Horvitz, 1990 Simpósio sobre o cérebro. Horvitz (à esquerda) começou a tra- 
balhar com o verme Caenorhabditis elegans durante um pós-doutorado no laboratório 
de Sydney Brenner, em Cambridge, em meados da década de 1970, antes de continuar o 
trabalho com este organismo experimental em seu próprio laboratório, no MIT. Em 2002, 
o Prêmio Nobel de Fisiologia ou Medicina foi concedido pelo trabalho com o verme, e foi 
dividido por Horvitz (por seu trabalho na definição dos genes que controlavam a morte 
celular programada) com o próprio Brenner, que estabeleceu o sistema, e outro de seus 
pós-doutorandos, John Sulston. Nesta fotografia, Horvitz aparece com dois membros de 
seu laboratório na época, Elizabeth Sawin (hoje codiretora da Climate Interactive) e Asa 
Abeliovich (neurobiólogo em Columbia). 


Mary Lyon e Rudolf Jaenisch, 1985 Simpósio sobre biologia molecular do desenvol- 
vimento. Lyon e Jaenisch trabalham com camundongos. Lyon descobriu o fenômeno da 
inativação do cromossomo X em mamíferos, mecanismo pelo qual as células de fêmeas 
de mamíferos alcançam a compensação de dose (Cap. 20). Jaenisch teve influência no 
desenvolvimento de técnicas para criar camundongos transgênicos e também de técnicas 
para a clonagem terapêutica. 
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Michael Ashburner, 1970 Simpósio sobre transcri- 
ção do material genético. Ashburner é um campeão 
de longa data do modelo experimental Drosophila, 
com interesses de pesquisa cobrindo vários aspectos 
da estrutura e da função do genoma de Drosophila. 
Ele fez parte do consórcio que sequenciou o genoma 
da mosca juntamente com a empresa de Craig Venter, 
Celera Genomics, experiência sobre a qual ele escre- 
veu um curto livro chamado Won for All. Aqui, ele foi 
fotografado beijando a mão de Barbara Hamkalo, na 
época, pós-doutoranda em Harvard e, hoje, professora 
de biologia molecular na University of California, em 
Irvine, e interessada na estrutura da heterocromatina 
(Cap. 8) 


Dale Kaiser, 1985 Simpósio sobre biologia molecular do desen- 
volvimento. Kaiser contribuiu bastante para os estudos iniciais so- 
bre a propagação do fago A (Cap. 18). Um aspecto deste trabalho 
levou-o a reconhecer que as moléculas com extremidades de fita 
simples complementares podem ser facilmente unidas, uma des- 
coberta crucial para o desenvolvimento das tecnologias de DNA 
recombinante. 


Barbara McClintock e Harriet Creighton, 1956 Simpósio sobre mecanismos ge- 
néticos: estrutura e função. McClintock, a geneticista do milho, apareceu em uma 
foto anterior, na abertura da Parte 3. Creighton trabalhou com McClintock como alu- 
na e, juntas, elas publicaram um importante artigo correlacionando o crossing over 
cromossômico durante a meiose com a permuta de material genético. Creighton 
passou os últimos 30 anos de sua carreira lecionando Botânica na Wellesley College, 
onde ela mesma havia se graduado em 1929. 


Esta página foi deixada em branco intencionalmente. 
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fundamentais são resolvidos com mais facilidade nos sistemas mais 

simples e acessíveis aos quais o problema possa ser aplicado. Por este 
motivo, os biólogos moleculares voltaram sua atenção, ao longo dos anos, 
para um número relativamente pequeno de organismos experimentais. Entre 
os mais importantes, em ordem de complexidade crescente, estão Escherichia 
coli e seus fagos, o fago T e o fago à; o fermento de pão ou levedura, 
Saccharomyces cerevisiae; a erva daninha semelhante à mostarda, Arabidopsis 
thaliana; o nematódeo Caenorhabditis elegans; a mosca-da-fruta Drosophila 
melanogaster; e o camundongo doméstico Mus musculus 

O que esses sistemas experimentais têm em comum? Uma característica 
importante de todos os sistemas experimentais é que eles podem ser genetica- 
mente manipulados e estudados com o uso de várias ferramentas tradicionais 
e novas da genética molecular. Uma segunda característica comum é que o es- 
tudo de cada organismo atraiu uma massa crítica de investigadores. Isso signi- 
fica que ideias, métodos, ferramentas e linhagens podem ser compartilhados 
entre os cientistas que estão investigando o mesmo organismo, facilitando 
um progresso rápido. 

Por exemplo, no início da década de 1940, um círculo de cientistas reu- 
niu-se em torno de Max Delbrück, Salvador Luria e Alfred D. Hershey, pas- 
sando os verões nos Laboratórios da Cold Spring Harbor, em Nova Iorque, 
estudando a multiplicação do fago T em E, coli. Estes cientistas, que compu- 
nham o chamado Grupo do Fago, estavam entre os que foram importantes 
para o estabelecimento do campo da biologia molecular. Muitos membros do 
Grupo do Fago eram médicos, atraídos pelo fago não apenas por sua relativa 
simplicidade, mas porque o grande número de fagos que poderia ser estudado 
em cada experimento gerava resultados que eram quantitativa e estatistica- 
mente significativos. Ao fim da década de 1950, Cold Spring Harbor passou 
a oferecer um curso anual sobre fagos, no qual um número sempre crescente 
de pesquisadores aprendeu sobre esse novo sistema. Esse foi um exemplo em 
que a concentração de esforços sobre um mesmo organismo experimental 
garantiu um progresso mais rápido do que teria ocorrido se esses indivíduos 
tivessem estudado muitos organismos diferentes. 

A escolha de um organismo experimental depende da pergunta que está 
sendo formulada. Em geral, é conveniente estudar organismos unicelulares 
ou vírus para responder às questões fundamentais da biologia molecular. Esses 
organismos crescem rapidamente e em grandes quantidades e, normalmente, 
permitem a combinação de abordagens genéticas e bioquímicas. Outras per- 
guntas, como as relacionadas ao desenvolvimento, muitas vezes só podem ser 
respondidas se for utilizado um organismo experimental mais complicado. 


l Ji DITADO MUITO CONHECIDO NA BIOLOGIA MOLECULAR É que os problemas 


SUMÁRIO 


Bacteriófagos, 798 
Bactérias, 802 
. 


O Fermento de Pão, 
Saccharomyces Cerevisiae, 808 


Arabidopsis, 811 
. 


O Verme Nematódeo, 
Caenorhabditis Elegans, 816 


A Mosca-da-fruta, Drosophila 
Melanogaster, 819 


O Camundongo Doméstico, 
Mus Musculus, 825 


798 


Parte 6 Apêndices 


Assim, o fago T (e seu membro mais bem conhecido, T4, em especial) mos- 
trou ser um sistema ideal para estudar aspectos fundamentais da natureza do 
gene e da transferência da informação. Enquanto isso, a levedura, com seu siste- 
ma acasalante Ótimo para a análise genética, tornou-se o principal sistema para 
elucidar aspectos fundamentais das células eucarióticas. A conservação evolutiva 
das proteínas e dos mecanismos gerais de regulação de fungos até as células su- 
periores permite que as descobertas realizadas nas leveduras, frequentemente, 
sejam válidas também para os seres humanos. O nematódeo e a mosca-da-fruta 
também oferecem sistemas genéticos bem-desenvolvidos para a pesquisa de pro- 
blemas que não podem ser adequadamente observados nos organismos inferio- 
tes, como o desenvolvimento e o comportamento. Finalmente, o camundongo, 
embora mais complexo de ser estudado do que os nematódeos e as moscas-da- 
fruta, é um mamífero e, portanto, o organismo experimental mais adequado 
para a compreensão da biologia humana e das doenças humanas. 

Neste capítulo, serão descritos alguns dos organismos experimentais mais 
estudados, apresentando as principais características e vantagens de cada um 
como sistema experimental. Também serão considerados os tipos de ferra- 
mentas experimentais disponíveis para o estudo de cada organismo e alguns 
dos problemas biológicos que foram estudados em cada caso. Este capítulo 
não tem como objetivo fornecer uma descrição completa de todos os organis- 
mos experimentais que tiveram impacto na biologia molecular. 


BACTERIÓFAGOS 


Os bacteriófagos (e os vírus em geral) oferecem o sistema mais simples para exa- 
minar os processos básicos da hereditariedade. Seus genomas, em geral peque- 
nos, são replicados — e os genes que eles codificam são expressos - somente após 
terem sido injetados em uma célula hospedeira (no caso de um fago, uma célula 
bacteriana). O genoma também pode sofrer recombinação durante as infecções. 

Devido à relativa simplicidade do sistema, os fagos foram muito utili- 
zados no início da biologia molecular - de fato, eles foram essenciais para o 
desenvolvimento dessa área. Mesmo hoje, eles continuam a ser um sistema 
de escolha para o estudo dos mecanismos básicos da replicação do DNA, da 
expressão gênica e da recombinação. Além disso, eles são importantes como 
vetores na tecnologia do DNA recombinante (Cap. 7) e são utilizados em ex- 
perimentos para avaliação de atividade mutagênica de vários compostos. 

Em geral, um fago consiste em um genoma (mais frequentemente DNA, 
mas também RNA) envolvido por uma capa, ou invólucro, formada por su- 
bunidades proteicas, algumas delas formam a estrutura de cabeça (na qual o 
genoma é armazenado) e outras formam a estrutura de cauda. A cauda conec- 
ta a partícula fágica à superfície externa de uma célula bacteriana hospedeira, 
permitindo que o genoma do fago seja introduzido na célula. Esse processo 
envolve especificidade: cada fago liga-se a uma molécula específica da super- 
fície celular (normalmente, uma proteína) e, portanto, apenas as células que 
contêm esse “receptor” podem ser infectadas por um determinado fago. 

Os fagos podem ser classificados em dois tipos básicos — o lítico e o tem- 
perado, termos que descrevem seu modo de replicação. O primeiro exemplo 
inclui o fago T, que se multiplica apenas de maneira lítica. Ou seja, como mos- 
trado na Figura A-1, quando o fago infecta uma célula bacteriana, seu DNA é 
replicado, produzindo múltiplas cópias de seu genoma (até várias centenas de 
cópias), e os genes que codificam novas proteínas do invólucro são expressos. 
Esses eventos são altamente coordenados para garantir que as novas partículas 
fágicas sejam formadas antes da lise da célula hospedeira que irá liberá-las. 
A progênie de fago é, assim, liberada para infectar outras células hospedeiras. 

Os fagos temperados (como o fago À) também podem replicar de maneira 
lítica. Entretanto, eles podem adotar um sistema de desenvolvimento alterna- 
tivo, chamado lisogenia (Fig. A-2). Na lisogenia, em vez de ser replicado, o 
genoma do fago é integrado ao genoma bacteriano, e os genes das proteínas 
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FIGURA A-1 Ciclo lítico de mul- 
tiplicação de um bacteriófago. 
A particula de fago liga-se à superfície 
externa de uma céluia hospedeira bacte- 
riana adequada (que apresente o receptor 
apropriado) e injeta o seu genoma, nor- 
malmente uma molécula de DNA, Esse 
DNA é replicado e os genes são expressos, 
produzindo um grande número de fagos 
novos. Uma vez que a progênie de fago 
esteja empacotada sob a forma de parti- 
culas maduras, a célula bacteriana é lisada 
e a progênie é liberada para infectar ou- 
tras células hospedeiras. 


FIGURA A-2 Ciclo lisogi 
um bacteriófago. As etapas i 
infecção são as mesmas apresentadas no 
caso litico (ver Fig. A-1). Entretanto, uma 
vez que o DNA tenha sido introduzido na 
célula, ele é integrado no cromossomo 
bacteriano, onde é passivamente replica- 
do como parte desse genoma, Além dis- 
so, os genes que codificam as proteinas 
do invólucro ou capa são mantidos no 
estado inativo. A forma integrada do fago. 
é chamada prófago. O lisógeno pode ser 
mantido estável por muitas gerações, mas 
também pode passar para o cido tico 
de maneira eficiente, sob circunstâncias 
apropriadas. Ver Capítulo 18 para uma 
descrição completa deste tema. 
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FIGURA A-3 Placas de lise forma- 
das pela infecção de um fago em 
um tapete (camada) de células bac- 
terianas. No caso apresentado, as pla- 
cas são produzidas por um fago T litico. 
(Reproduzida, com permissão, de Stent 
G.S. 1963. Molecular biology of bacterial 
viruses, Fig. 1. © W.H. Freeman) 
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FIGURA A-4 Curva de crescimento 
de uma única etapa. Como descrito no 
texto, a curva de crescimento de uma úni- 
ca etapa revela o tempo necessário para 
um fago sofrer um ciclo lítico de multipli- 
cação e também o número de progênies 
de fago produzido por cada célula infec- 
tada, Esses são o periodo de latência e o 
tamanho da progênie, respectivamente. 


do invólucro não são expressos. Nesse estado integrado e reprimido, o fago é 
chamado de prófago. O prófago é replicado de forma passiva, como parte do 
cromossomo bacteriano, durante a divisão celular e, assim, ambas as células- 
-filhas são lisógenas. O estado lisogênico pode ser mantido por muitas gera- 
ções, mas também pode ser alterado para o estado lítico a qualquer momento. 
Essa alteração do sistema lisogênico para o lítico é chamada de indução e 
envolve a excisão do DNA do prófago do genoma bacteriano, sua replicação 
ea ativação dos genes necessários para a síntese das proteínas do invólucro e 
dos reguladores da multiplicação lítica (mostrada na Fig. 18-20). 


Experimentos de multiplicação de fagos 


Para que os bacteriófagos sejam úteis como sistema experimental, são necessá- 
rios métodos para sua propagação e quantificação. A propagação é necessária 
para gerar material — suspensões de fagos com altos títulos para serem utilizados 
nos experimentos, ou para a extração de DNA. Normalmente, os fagos propa- 
gam-se pela multiplicação em uma bactéria hospedeira em cultura líquida. As- 
sim, por exemplo, células bacterianas em multiplicação vigorosa incubadas em 
um frasco podem ser infectadas com o fago. Após um período adequado, as cé- 
lulas são lisadas, formando uma suspensão líquida e clara de partículas de fago. 

Para quantificar os números de partículas de fagos em uma solução, um 
ensaio de placa é usado (Fig. A-3). Este processo funciona como segue: os 
fagos são misturados com, e adsorvidos a, células bacterianas nas quais eles 
injetam seu DNA. A mistura é, então, diluída e adicionada ao “ágar semissó- 
lido” que contém muitas células bacterianas (não infectadas). Essa mistura 
é vertida sobre uma base de ágar sólido em uma placa de petri, onde o ágar 
semissólido forma uma camada superficial gelatinosa, na qual as células bac- 
terianas ficam suspensas; algumas estão infectadas, mas a maioria ainda não. 
As placas são, então, incubadas por várias horas para permitir a multiplicação 
bacteriana e a infecção do fago. 

Cada célula infectada (a partir da mistura original) será lisada durante a 
incubação em ágar semissólido. A consistência do ágar permite que a progênie 
do fago se difunda, mas não para longe, de maneira que ela infecta apenas 
as células bacterianas mais próximas. Essas células, por sua vez, serão lisadas, 
liberando mais progênie, a qual, novamente, infectará as células próximas e 
assim por diante. O resultado de muitos ciclos de infecção é a formação de uma 
placa de lise, uma clareira circular identificada na camada opaca de célu- 
las bacterianas não infectadas que se multiplicaram intensamente. Isso ocorre 
porque as células bacterianas não infectadas se multiplicam, formando uma 
população densa no ágar semissólido, enquanto as células bacterianas localiza- 
das nas áreas em torno da infecção inicial são lisadas, deixando uma área clara. 
O número de fagos na suspensão original pode ser calculado pela contagem do 
número de placas de lise em uma placa levando-se em consideração o fator de 
diluição usado no plaqueamento. 


Curva de crescimento de uma única etapa 


Esse experimento clássico desvendou o ciclo de vida de um fago lítico típico e 
abriu caminho para muitos experimentos subsequentes que examinaram esse 
ciclo em detalhes. A característica essencial desse procedimento é a infecção 
sincrônica de uma população de bactérias e a eliminação de qualquer reinfec- 
ção pela progênie. Isso permite que o progresso de um único ciclo de infecção 
seja seguido (Fig. A-4). 

Os fagos são misturados às células bacterianas durante 10 minutos. Esse 
tempo é longo o suficiente para que os fagos sejam adsorvidos às células bac- 
terianas, mas é muito curto para que a infecção apresente grande progressão. 
Essa mistura é então diluída (com meio de cultura novo) em um fator de 
10.000. Essa diluição garante que apenas as células nas quais os fagos se liga- 
ram na incubação inicial componham a população infectada; ela também ga- 
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rante que a progênie de fago produzida pelas infecções não encontre células 
hospedeiras para infectar. 

A população diluída de células infectadas é, então, incubada para per- 
mitir que a infecção prossiga. Em intervalos determinados, uma amostra é 
removida da mistura e o número de fagos livres é contado pelo experimento 
de placa. Inicialmente, esse número é muito baixo (incluindo apenas os fagos 
da infecção inicial que não infectaram uma célula antes da diluição). 

Uma vez que tenha transcorrido tempo suficiente para permitir a lise das 
células infectadas e liberação das suas progênies, é detectado grande aumen- 
to no número de fagos livres. (Este período é de cerca de 30 minutos para o 
ciclo lítico do fago T4.) O tempo decorrido entre a infecção e a liberação da 
progênie é chamado período de latência, e o número de fagos liberados é 
denominado tamanho da progênie. 


Cruzamentos com fagos e testes de complementação 


A possibilidade de quantificar os fagos em uma população permite que os pes- 
quisadores avaliem se um determinado fago é capaz de multiplicar-se em uma 
determinada célula bacteriana hospedeira (e a eficiência com a qual ele a in- 
fecta - p. ex., o tamanho da progênie). O ensaio de placa também permite que 
determinados tipos de derivativos de fagos sejam distinguidos, devido às dife- 
renças nas morfologjas das placas de lise que eles produzem. As diferenças nos 
hospedeiros-alvo e na morfologia das placas de lise resultam, muitas vezes, de 
diferenças genéticas entre fagos que, em outros aspectos, são idênticos. No iní- 
cio da biologia molecular, isso forneceu marcadores genéticos em um sistema 
no qual eles poderiam ser analisados, permitindo que os pesquisadores ques- 
tionassem como a informação genética estava codificada e seu funcionamento. 
A capacidade de realizar infecções mistas - em que uma única célula é in- 
fectada por duas partículas de fago ao mesmo tempo - torna possível a análise 
genética de duas maneiras. Primeiro, ela permite a realização de cruzamentos 
entre fagos. Assim, se dois mutantes diferentes do mesmo fago (e, portanto, 
contendo cromossomos homólogos) coinfectarem uma célula, a recombina- 
ção — e, portanto, a permuta genética - poderá ocorrer entre os genomas. 
À frequência dessa permuta genética pode ser utilizada para ordenar os genes 
no genoma. Uma elevada frequência de recombinação indica que as muta- 
ções estão relativamente distantes, enquanto uma baixa frequência indica 
que as mutações estão localizadas próximas umas das outras. O grande núme- 
ro de partículas de fagos que pode ser utilizado em experimentos desse tipo 
garante que mesmo eventos muito raros ocorram (a recombinação entre duas 
mutações localizadas muito próximas) desde que existam maneiras de identi- 
ficar - ou melhor ainda, de selecionar — os eventos raros. Segundo, a coinfec- 
ção também permite a correlação de mutações a grupos de complementação; 
ou seja, identificar quando duas ou mais mutações estão no mesmo gene ou 
em genes diferentes. Assim, caso dois fagos mutantes diferentes sejam utiliza- 
dos para coinfectar a mesma célula e, como resultado, cada um desempenhe à 
função que estava faltando no outro, as duas mutações devem estar em genes 
diferentes (grupos de complementação). Se, por outro lado, os dois mutantes 
não se complementarem, isso pode ser considerado uma evidência de que, 
provavelmente, as duas mutações estejam localizadas no mesmo gene. 


Transdução e DNA recombinante 


Os cruzamentos com fagos e os testes de complementação permitem que a 
genética dos fagos seja analisada. Contudo, esses mesmos vetores e técnicas 
podem ser utilizados também na investigação da genética de outros sistemas. 
Inicialmente, essas observações estavam restritas aos genes bacterianos inad- 
vertidamente isolados durante uma infecção (como descrito a seguir). Com o 
surgimento das técnicas de DNA recombinante na década de 1970, entretan- 
to, esses estudos foram estendidos para o DNA de qualquer organismo. 
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Durante a infecção, ocasionalmente (e acidentalmente), um fago pode 
incorporar um fragmento do DNA bacteriano. A maneira mais comum para 
esta incorporação de DNA da célula hospedeira é quando um prófago sofre 
excisão do cromossomo bacteriano durante a indução de um lisógeno. Esse 
processo envolve um evento de recombinação sítio-específica (ver Cap. 12) e, 
se esse evento ocorrer em uma posição incorreta, algum DNA de fago é perdi- 
do e o DNA bacteriano é incluído. Desde que essa permuta não elimine uma 
porção do genoma do fago necessária para a propagação, o fago recombinan- 
te resultante ainda é capaz de multiplicar-se e pode ser utilizado para transfe- 
rir o DNA bacteriano de uma bactéria hospedeira para outra. Esse processo é 
conhecido como transdução especializada. O DNA da bactéria incluído 
no fago que realiza a transdução especializada está disponível para o mesmo 
tipo de análises genéticas realizadas para os fagos propriamente ditos. 

Devido à sua capacidade de promover a transdução especializada, o fago 
à foi, naturalmente, escolhido como um dos vetores de clonagem originais 
(Cap. 7). Assim, após eliminar diversos sítios para uma determinada enzima 
de restrição e deixar apenas um (no vetor de inserção) ou dois (no vetor de 
substituição) em uma região do fago não essencial para o seu ciclo lítico, o 
fago à pode aceitar a inserção (in vitro) de um segmento de DNA de qualquer 
origem. Esse DNA pode ser propagado e analisado muito mais facilmente do 
que se estivesse no organismo de origem. Os sítios para as endonucleases de 
restrição em A foram eliminados pela seleção repetida de fagos com eficiência 
de formação de placas cada vez mais elevada em linhagens que expressavam 
o sistema de restrição em questão. Enriquecendo, desse modo, a resistência à 
endonuclease e pelo mapeamento in vitro dos sítios que foram perdidos e dos 
que foram mantidos, o fago derivativo desejado era identificado. 

Muitos vetores de à diferentes foram desenvolvidos, todos diferindo nos 
sítios de restrição utilizados e no modo de identificação do fago recombi- 
nante. Um sistema de seleção atua do seguinte modo: foi desenvolvido um 
derivativo de à, no qual um único sítio de restrição foi mantido no gene cl, 
o gene que codifica o repressor (ver Cap. 18). No vetor parental, entretanto, 
esse gene está intacto e o fago pode formar um lisógeno; o fago, portanto, for- 
ma placas de lise turvas. Quando um segmento de DNA é inserido nesse sítio, 
porém, o fago recombinante resultante possui um gene cl interrompido e não 
pode formar lisógenos, formando apenas placas de lise clar: 

Essa alteração na morfologia das placas de lise fornece uma maneira fácil 
para diferenciar os fagos recombinantes dos não recombinantes. Além disso, essa 
abordagem pode ser realizada para uma seleção (em vez de uma triagem), caso 
a linhagem bacteriana utilizada seja uma linhagem Afl (ver Quadro 16-5). Nessa 
linhagem, qualquer fago capaz de formar um lisógeno faz isso invariavelmente. 
Assim, apenas os fagos recombinantes produzem placas de lise em linhagens hfl. 


BACTÉRIAS 


O fascínio de bactérias, como E. coli ou Bacillus subtilis, como sistemas experi- 
mentais é que elas são células relativamente simples e podem ser multiplicadas 
e manipuladas com relativa facilidade. As bactérias são organismos unicelula- 
tes, nos quais toda a maquinaria para a síntese de DNA, RNA e proteínas está 
contida no mesmo compartimento celular (as bactérias não possuem núcleo). 

As bactérias normalmente têm um único cromossomo — em geral muito 
menor do que o genoma de organismos superiores. Além disso, as bactérias 
apresentam um tempo de geração curto (o ciclo celular pode ter apenas 20 
minutos), e pode-se produzir facilmente uma população de células geneti- 
camente homogênea (um clone) a partir de uma única célula. Finalmente, 
as bactérias são convenientes para o estudo genético porque, por um lado, 
elas são haploides (i.e., o fenótipo de mutações, mesmo mutações recessivas, 
manifesta-se facilmente) e, por outro lado, porque o material genético pode 
ser convenientemente permutado entre bactérias. 


A biologia molecular deve a sua origem aos experimentos com sistemas 
experimentais de bactérias e fagos. Até os famosos experimentos de análises de 
flutuação de Luria e Delbrück em 1943, o estudo das bactérias (bacteriologia) 
havia permanecido amplamente à margem do reino da genética tradicional. 
Por meio de uma abordagem estatística, Luria e Delbrück demonstraram que 
as bactérias podiam sofrer uma alteração na qual se tornavam resistentes à in- 
fecção por um determinado fago. Essencialmente, eles demonstraram que essa 
alteração surgia de maneira espontânea, em vez de ser uma resposta (adap- 
tação) ao fago. Assim, como outros organismos, as bactérias podiam herdar 
características (p. ex., sensibilidade ou resistência ao fago) e, ocasionalmente, 
essa herança poderia sofrer uma alteração espontânea (mutação) para um es- 
tado hereditário alternativo. Os experimentos de Luria e Delbrück demonstra- 
ram que, como outros organismos, as bactérias exibiam características deter- 
minadas geneticamente. Mas devido à sua simplicidade, as bactérias seriam 
sistemas experimentais ideais nos quais elucidar a natureza do material gené- 
tico e os fatores (genes) determinantes de características de Gregor Mendel, 


Experimentos de multiplicação bacteriana 


As bactérias podem multiplicar-se em meios líquidos e sólidos (ágar). As cé- 
lulas bacterianas são grandes o bastante (cerca de 2 um de comprimento) 
para dispersar luz, permitindo que o crescimento de uma cultura bacteriana 
seja monitorado, de maneira conveniente, em cultura líquida, pelo aumento 
na densidade óptica. Bactérias em crescimento ativo, que estão se dividindo 
com tempo de geração constante, aumentam exponencialmente em núme- 
ro. Diz-se que estão em fase de crescimento exponencial. À medida que 
a população aumenta para um número muito elevado de células, a taxa de 
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multiplicação diminui e as bactérias entram na fase estacionária (Fig. A-5). 

O número de bactérias pode ser determinado pela diluição da cultura e 
pelo plaqueamento das células em meio sólido (ágar) em uma placa de petri. 
As células isoladas multiplicam-se, formando colônias macroscópicas, com- 
postas por milhões de células, em um período de tempo relativamente curto. 
Pela contagem do número de colônias em uma placa e levando-se em consi- 
deração o fator de diluição da cultura, é possível calcular a concentração de 
células na cultura original. 


As bactérias permutam DNA por conjugação 
sexual, transdução mediada por fagos e 
transformação mediada por DNA 


Uma vantagem fundamental das bactérias como sistema experimental na 
biologia molecular é a disponibilidade de sistemas facilitados para permuta 
de material genético. As permutas genéticas possibilitam o mapeamento de 
mutações, a construção de linhagens com múltiplas mutações e a obtenção 
de linhagens parcialmente diploides para a distinção de mutações recessivas e 
dominantes ou para a realização de análises cis-trans. 

As bactérias frequentemente abrigam elementos de DNA que se replicam 
de maneira autônoma, conhecidos como plasmídeos (Fig. A-6). Alguns des- 
ses plasmídeos, como o plasmídeo de fertilidade de E. coli (conhecido como 
fator F), podem fazer autotransferência de uma célula para outra. Assim, 
uma célula contendo um fator F (chamada de F') pode transferir o plasmí- 
deo para uma célula F . A conjugação mediada pelo fator F é um processo 
replicativo. Desta maneira, a célula F' transfere uma cópia do fator F e ainda 
retém uma cópia, de forma que os produtos da conjugação são duas células 
F'. Algumas vezes, o fator F integra-se no cromossomo e, como consequência, 
mobiliza a transferência conjugativa do cromossomo hospedeiro para uma 
célula F . Uma linhagem contendo esse tipo de fator F integrado é chamada 
linhagem Hfr (do inglês, high frequency recombinant [alta frequência de re- 
combinantes)) e é extremamente útil para a realização de permutas genéticas. 


tempo 


FIGURA A-5 Curva de crescimen- 
to bacteriano, Como descrito no texto, 
as células bacterianas, como £. col, po- 
dem muttiplicar-se muito rápido quando 
são propagadas em um meio rico e bem- 
-oxigenado que não esteja superpovoado. 
Essa fase de multiplicação é chamada de 
fase exponencial, porque as células estão 
replicando de maneira exponencial. Uma 
vez que o número de células chega a um 
nível muito elevado e a cultura se torna 
muito densa, a multiplicação é reduzida 
para a chamada fase estacionária, Células 
retiradas da fase estacionária e diluídas 
para uma baixa densidade em um meio 
fresco entrarão, novamente, em fase de 
multiplicação exponencial, mas apenas 
após uma fase de adaptação (lag). A taxa 
de aumento no número de células em 
cada uma dessas fases está ilustrada. 
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FIGURA A-6 As três formas das 


células portadoras do plasmídeo F. 
Células F° abrigam uma cópia única do 
plasmídeo F, que se replica como um mi- 
nicromossomo independente, Em uma li- 
nhagem Hfr, o plasmídeo F está integrado 
ao cromossomo bacteriano e é replicado 
como parte dessa longa molécula. Em 
uma linhagem F’, um plasmídeo F previa- 
mente integrado no cromossomo hospe- 
deiro é removido, levando com ele uma 
região do DNA hospedeiro adjacente, Os 
três tipos de células podem ser transfe- 
ridos para uma célula F receptora. Se a 
célula doadora for de uma linhagem F°, 
ela copia e transfere apenas o plasmídeo 
F; se for de uma linhagem F”, ela copia e 
transfere o plasmídeo F junto com o DNA 
hospedeiro incorporado; se for de uma 
linhagem Hfr, ela copia e transfere quan- 
tidades e partes variáveis do cromossomo 
hospedeiro, dependendo do sítio de in- 
tegração e da duração do acasalamento. 
Uma vez na célula receptora, o DNA cro- 
mossômico da célula hospedeira está dis- 
ponível para recombinação e, portanto, 
para permuta genética, com o genoma da 
célula receptora. 


As porções exatas do cromossomo hospedeiro que são transferidas du- 
rante um determinado evento dessa permuta variam por duas razões. A pri- 
meira é que diferentes linhagens Hfr possuem o plasmídeo F integrado em 
locais diferentes do cromossomo hospedeiro. A transferência do cromossomo 
hospedeiro para a célula receptora ocorre de maneira linear, a partir da re- 
gião do cromossomo mais próxima a uma das extremidades do plasmídeo 
F integrado. Assim, o local onde o plasmídeo está integrado determina qual 
parte do cromossomo será transferida primeiro. Além disso, é muito raro que 
o cromossomo inteiro seja transferido antes da interrupção da conjugação. 
Assim, genes afastados do ponto inicial de transferência são transferidos com 
baixa frequência, e genes muito distantes podem nunca sofrer transferência 
em uma determinada conjugação. Observa-se que uma cópia completa do 
fator F integrado será transferida em último lugar, caso isso ocorra. 

Uma terceira e extremamente importante forma do fator F é o plasmídeo 
F', F' é um plasmídeo de fertilidade que contém um pequeno segmento de 
DNA cromossômico, o qual é transferido juntamente com o plasmídeo de 
uma célula para outra com alta frequência. Por exemplo, um F' de importân- 
cia histórica é o F'-lac, um fator F que contém o óperon da lactose. Os fatores 
F' podem ser utilizados para criar linhagens parcialmente diploides, conten- 
do duas cópias de uma determinada região do cromossomo. Foi exatamente 
assim que François Jacob e Jacques Monod criaram linhagens parcialmente 
diploides para realizar as análises cis-trans de mutações no gene do repres- 
sor do óperon da lactose e no sítio do operador ao qual o repressor se liga 
(ver Quadro 18-3). 

O fator F pode conjugar apenas com outras linhagens de E, coli; entretan- 
to, alguns outros plasmídeos conjugativos são promíscuos e podem transferir 
DNA para uma grande variedade de linhagens não relacionadas - mesmo para 
leveduras. Esses plasmídeos conjugativos promíscuos proporcionam um meio 
conveniente para introduzir DNA, incluindo DNAs modificados pela tecno- 
logia de DNA recombinante, em linhagens bacterianas que não apresentam 
sistemas de permuta genética próprios. 

Outra ferramenta valiosa para a permuta genética é a transdução mediada 
por fagos (Fig. A-7). A transdução generalizada é mediada por fagos que, 
ocasionalmente, empacotam um fragmento de DNA cromossômico durante 
a maturação do vírus, em vez do DNA viral. Quando tal partícula de fago 
infecta uma célula, ela introduz o segmento de DNA cromossômico de seu 
hospedeiro anterior em vez de DNA viral. O DNA cromossômico introduzido 
pode recombinar com o cromossomo da célula hospedeira infectada, promo- 
vendo a transferência permanente de informação genética de uma célula para 
outra. Esse tipo de transdução é chamado de transdução generalizada porque 
qualquer segmento do DNA cromossômico hospedeiro pode ser transferido 
de uma célula para outra. Dependendo do tamanho do virion, alguns fagos 
de transdução generalizada transferem apenas poucas quilobases de DNA cro- 
mossômico, enquanto outros transferem até mais de 100 kb de DNA. 

Outro tipo de transdução mediada por fagos é a transdução especia- 
lizada, como já foi mencionado. Esse processo envolve um fago lisogênico, 
como o à, que tenha incorporado um segmento de DNA cromossômico em 
vez de um segmento de DNA do fago. Um fago de transdução especializada 
pode, após a infecção, transferir esse segmento de DNA bacteriano para uma 
nova célula bacteriana hospedeira. 

Finalmente, existe o caso de transformação mediada por DNA descrito 
no Capítulo 7. Determinadas espécies bacterianas experimentalmente impor- 
tantes (como B. subtilis, mas não E. coli) têm um sistema natural de permuta 
de material genético que permite a aquisição e a incorporação de DNA linear 
exposto (liberado ou obtido a partir de células-irmãs) em seu próprio cro- 
mossomo por recombinação. Frequentemente, as células devem estar em um 
estado especializado conhecido como “competência genética” para adquirir 
e incorporar DNA do ambiente. A competência genética é especialmente útil, 
uma vez que é possível utilizar a tecnologia de DNA recombinante para modi- 
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ficar um segmento de DNA cromossômico clonado e, então, incorporá-lo em 
cromossomos de células receptoras competentes. 


Plasmídeos bacterianos podem ser utilizados 
como vetores de clonagem 


Como se viu, as bactérias frequentemente abrigam elementos de DNA circu- 
lar, os plasmídeos, capazes de replicação autônoma. Os plasmídeos podem 
servir como vetores convenientes para DNAs bacterianos, assim como para 
DNAs exógenos. De fato, as tentativas iniciais (e bem-sucedidas) de clonar 
DNA recombinante envolveram um plasmídeo (pSC101) de E. coli que con- 
tém um sítio único de restrição para EcoRI no qual DNA poderia ser inserido 
sem prejudicar a capacidade de replicação do plasmídeo (Cap. 7). 


Os transposons podem ser utilizados para gerar 
mutações por inserção e fusões de genes e óperons 


Como discutido no Capítulo 12, os transposons não são apenas elemen- 
tos genéticos fascinantes por si, mas são também ferramentas extremamente 
úteis para a realização de manipulações genéticas moleculares em bactérias. 
Por exemplo, os transposons que se integram a um cromossomo com baixa 
especificidade de sequência (L.e., com elevado grau de aleatoriedade), como 
Tns e Mu, podem ser utilizados para gerar uma biblioteca de mutações por 
inserção com base em todo o genoma (Fig. A-8). 

Essas mutações apresentam duas vantagens importantes sobre as muta- 
ções tradicionais, induzidas pela mutagênese química. Uma vantagem é que 
a inserção de um transposon em um gene tem mais chances de resultar na 
inativação completa (uma mutação nula) desse gene (quando isso é desejado) 
quando comparada a simples alteração de nucleotídeos, criada por uma mu- 
tação. A segunda vantagem é que uma vez que o gene tenha sido inativado, a 
presença do DNA inserido torna o isolamento e a clonagem desse gene mais 
fácil. Ainda mais simples, com iniciadores de DNA apropriados, a identidade 
do gene pode ser determinada pela análise da sequência de DNA a partir do 
DNA cromossômico que contém a inserção do transposon. 

Os transposons também podem ser utilizados para criar fusões de genes 
e de óperons por todo o genoma. Foram criados transposons modificados 
contendo um gene-repórter, como o lacZ, sem a região promotora (p. ex., 
Tnslac). Quando o transposon se insere em um cromossomo (em uma orlen- 
tação apropriada), a transcrição do gene-repórter é mantida sob o controle 
do gene-alvo interrompido, Uma fusão desse tipo é conhecida como fusão de 
óperon ou fusão transcricional (Fig. A-9). 

Foram criados outros transposons que produzem fusão, contendo um 
gene-repórter que não apresenta nem uma sequência promotora nem as se- 
quências para o início da tradução. Nestes casos, a expressão do gene-repórter 
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FIGURA A-7 Transdução genera- 
lizada mediada por fagos. Como des- 
crito no texto, durante algumas infecções 
por fago, o cromossomo hospedeiro é 
fragmentado e segmentos desses DNAS 
podem ser empacotados nas particulas 
fágicas, em vez do DNA do fago replica- 
do. Desta maneira, esse DNA hospedeiro 
será transferido para outra célula, assim 
como ocorreria com o genoma do fago. 
Uma vez na nova célula hospedeira, o 
DNA pode sofrer recombinação com o 
cromossomo lá presente, promovendo 
permuta genética. 


FIGURA A-8 Mutagênese inser- 
cional mediada por transposon. 
O transposon, inserido em uma célula por 
meio de um plasmídeo, pode transpor-se 
do plasmídeo para o genoma da célula 
hospedeira. Devido à elevada densidade 
de regiões codificadoras (genes) em um 
cromossomo bacteriano típico, há grande 
chance de o transposon inserir-se dentro 
de um gene. Um marcador presente no 
transposon (como resistência a um anti- 
biótico) permite o isolamento de células 
que tenham inserções. Conhecendo a 
sequência das extremidades do transpo- 
son e do genoma no qual ele se inseriu, a 
identificação de sua localização torna-se 
muito precisa. 
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FIGURA A-9 Fusões lacZ mediadas 
por transposon. O método de mutagêne- 
se por transposons, descrito na Figura A-8, 
pode ser modificado para permitir a inser- 
ção de um gene-repórter (p. ex, lacZ) em 
qualquer região do genoma. Isso permite 
que a expressão de um gene do hospede- 
ro (no qual a fusão lacZ-transposon está 
inserida) seja analisada simplesmente me- 
dindo-se o nível de expressão de lacZ nessa 
linhagem. 


requer que ele esteja sob o controle transcricional do gene-alvo e, ainda, que 
ele seja introduzido na mesma fase de leitura do gene-alvo para que possa ser 
traduzido de maneira adequada. Uma fusão na qual o repórter está unido ao 
gene-alvo, tanto em nível de transcrição como em nível de tradução, é conhe- 
cida como fusão gênica. 


Estudos de biologia molecular de bactérias 
têm sido reforçados por tecnologias de DNA 
recombinante, sequenciamento de genomas 
completos e perfil de transcrição 


Com o advento do DNA recombinante, tecnologias como a clonagem de DNA, 
a disponibilidade de sequências genômicas completas e os métodos para estu- 
dar à transcrição gênica em nível do genoma completo revolucionaram, ob- 
viamente, os estudos de biologia molecular nas células superiores. Entretanto, 
essa mesma tecnologia também teve impacto sobre o estudo de sistemas expe- 
rimentais bacterianos, sobretudo quando utilizadas em conjunto com as fer- 
ramentas tradicionais da genética bacteriana. Por exemplo, o desenvolvimen- 
to de derivados de transposons feitos “sob medida” para a criação de fusões 
gênicas é facilitado pela metodologia de DNA recombinante. Outro exemplo 
é a utilização da competência genética associada aos métodos de recombina- 
ção para a criação de mutações e fusões gênicas precisas, que expandiram o 
número e os tipos de manipulações genéticas moleculares. A disponibilida- 
de de microarranjos representando todos os genes de uma bactéria tornou 
possível o estudo da expressão gênica em todo o genoma. Em combinação 
com as ferramentas descritas anteriormente, o funcionamento de genes iden- 
tificados como expressos em um conjunto particular de condições pode ser 
rápida e convenientemente elucidado. Os métodos de identificação rápida das 
proteínas que interagem entre si (como nas análises de duplos-híbridos; ver 
Quadro 19-1), os quais tiveram grande impacto em leveduras e outros siste- 
mas eucarióticos, também são valiosas ferramentas para a elucidação das redes 
de interações entre as proteínas bacterianas. A disponibilidade de sequências 
genômicas inteiras e de plasmídeos conjugativos promíscuos tem permitido a 
realização de manipulações genéticas moleculares em espécies de bactérias que 
não apresentaram características plausíveis para manipulação pelos métodos 
genéticos tradicionais. 


A análise bioquímica é especialmente eficaz em 

células simples, com ferramentas bem-desenvolvidas 

de genética tradicional e molecular 

Desde o início da biologia molecular, as bactérias ocuparam o lugar central 
dos estudos bioquímicos sobre a maquinaria para a replicação de DNA, a 
transferência de informação e a regulação gênica, entre muitos outros tópi- 
cos. Existem várias razões para isso. A primeira é que grandes quantidades de 
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células bacterianas podem ser multiplicadas em um estado fisiológico homo- 
gêneo e definido. Segunda, as ferramentas da genética tradicional e molecu- 
lar possibilitaram a purificação de complexos proteicos contendo alterações 
manipuladas com precisão, ou a superexpressão, permitindo a obtenção de 
proteínas individuais em grandes quantidades. Terceira, e de grande impor- 
tância, a maquinaria para a realização de replicação de DNA, transcrição gê- 
nica, síntese proteica e assim por diante é muito mais simples (apresenta um 
número muito menor de componentes) em bactérias do que em células supe- 
riores, como tem sido visto repetidamente neste livro. Assim, a elucidação de 
mecanismos fundamentais prossegue de maneira mais rápida em bactérias, 
nas quais poucas proteínas necessitam ser isoladas e os mecanismos são geral- 
mente mais simplificados do que nas células superiores. 


As bactérias podem ser estudadas por análise citológica 


Apesar da sua aparente simplicidade e ausência de compartimentos celulares 
envolvidos por membranas (p. ex., um núcleo e uma mitocôndria), as bactérias 
não são simplesmente sacos de enzimas, como se pensou por muitas décadas. 
Em vez disso, como se sabe hoje, as proteínas e os complexos proteicos apre- 
sentam localizações características dentro da célula, Mesmo o cromossomo é 
altamente organizado dentro da bactéria. Apesar de seu pequeno tamanho, as 
bactérias são acessíveis às ferramentas de citologia, como microscopia de imu- 
nofluorescência para localizar proteínas com anticorpos específicos em células 
fixadas, microscopia de fluorescência com a proteína verde fluorescente para 
a localização de proteínas em células vivas e hibridização fluorescente in situ 
(FISH) para localização de regiões cromossômicas e plasmídeos dentro das célu- 
las, A aplicação desses métodos forneceu informações inestimáveis sobre vários 
processos moleculares considerados neste livro. Por exemplo, sabe-se agora que 
a maquinaria de replicação da célula bacteriana é relativamente estacionária 
e está localizada no centro da célula (Cap. 9). Essa descoberta informou que o 
DNA-molde é introduzido em uma “fábrica” de replicação relativamente es- 
tacionária durante a sua duplicação, em oposição à visão tradicional, na qual 
a DNA-polimerase se deslocava ao longo do molde, como um trem sobre os 
trilhos. Outro exemplo é que a aplicação de métodos citológicos tem ensinado 
(novamente em oposição à visão tradicional) que, durante a replicação, as duas 
regiões de origem recém-duplicadas do cromossomo migram em direções opos- 
tas para os polos da célula. Os métodos citológicos são uma parte importante 
do arsenal para os estudos moleculares nas células bacterianas. 


Os fagos e as bactérias revelaram os aspectos 
mais fundamentais sobre o gene 


A biologia molecular deve a sua origem aos experimentos com sistemas ex- 
perimentais de bactérias e fagos. De fato, como foi visto no Capítulo 2, os 
trabalhos pioneiros com a bactéria pneumococo resultaram na descoberta de 
que o material genético era o DNA. Desde então, os experimentos com E. colie 
seus fagos têm indicado o caminho, como se pode ver em todo este livro. Por 
exemplo, o experimento de Hershey e Martha Chase convenceu os pesquisa- 
dores de que o material genético do fago é o DNA; o experimento de Matthew 
Meselson e Franklin W. Stahl provou que o DNA é replicado de maneira se- 
miconservativa em E. coli; os cruzamentos com fagos de Francis H. Crick e 
Sydney Brenner (Cap. 16) revelaram que o código genético é constituído por 
trincas, os códons; o notável estudo genético realizado por Charles Yanofsky 
em E. coli demonstrou a colinearidade genética, e o trabalho de Jacob e Monod 
(ver Quadro 18-2) desvendou as estratégias fundamentais da regulação gênica. 
Existem incontáveis outros exemplos em que, ao escolher o sistema mais sim- 
ples, os processos fundamentais da vida foram entendidos. 

Um importante exemplo vem do clássico trabalho de Seymour Benzer, 
que examinou intensamente um único locus gênico no fago T4, chamado 
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HI. O tipo selvagem do fago T4 é capaz de multiplicar-se em duas linhagens 
de E. coli conhecidas como B e K, mas os mutantes 71I podem multiplicar-se 
apenas na linhagem B. Isso torna possível a detecção do fago de tipo selvagem 
(que surgiu, p. ex., da recombinação entre dois mutantes rII diferentes) em 
frequências menores do que 0,01%. Ou seja, um único fago de tipo selvagem 
pode ser detectado entre 10.000 fagos mutantes II, quando é plaqueado so- 
bre uma camada de bactérias da linhagem K, onde apenas o recombinante 
raro irá formar uma placa de lise. 

Aproveitando essa aparentemente enigmática propriedade das muta- 
ções rll, Benzer realizou experimentos de recombinação entre pares de mu- 
tantes ril e conseguiu, desta maneira, mapear a ordem destas mutações com 
alto nível de resolução (aproximando-se ou alcançando o nível de um par 
de nucleotídeos). Ele também desenvolveu um teste de “complementação” 
(discutido anteriormente) para demonstrar que o locus rll compreende dois 
genes adjacentes. Benzer introduziu o termo cístron para descrever o gene 
(com base nas palavras cis e trans). Como aparte, é interessante notar que foi 
este trabalho que permitiu que este mesmo locus fosse explorado por Crick e 
Brenner em seus estudos sobre o código genético. 


Circuitos sintéticos e ruído regulador 


Em anos recentes, E. coli e outras espécies de bactérias tornaram-se mode- 
los para o estudo de novos aspectos da expressão gênica. Particularmente, o 
ruído na regulação dos circuitos genéticos foi identificado pela observação 
da expressão em várias células individuais dentro de populações genetica- 
mente idênticas. As variações observadas e as consequências biológicas destas 
variações permitiram um melhor entendimento das vantagens, bem como 
dos problemas do ruído em redes gênicas, Estes estudos são auxiliados por 
avanços em tecnologias repórter e de imagens, mas também dependem das 
vantagens básicas da escala e do ciclo de vida bacterianos. (Ver Cap. 22 para 
exemplos a partir de Bacillus subtilis.) 

Tecnologias biológicas sintéticas também foram amplamente pioneiras em 
sistemas bacterianos. Vários circuitos reguladores gênicos novos foram construí- 
dos e possibilitaram novas formas para o estudo de características básicas destas 
redes, bem como ofereceram o potencial para projetar novas linhagens com fun- 
ções úteis - como células capazes de degradar vazamentos de óleo. Recentemen- 
te, demonstrou-se que um genoma bacteriano inteiro poderia ser artificialmente 
construído a partir de numerosos fragmentos sintetizados e, uma vez construído, 
poderia funcionar suficientemente bem a ponto de manter uma célula viva. 


O FERMENTO DE PÃO, SACCHAROMYCES CEREVISIAE 


Os eucariotos unicelulares oferecem muitas vantagens como sistemas experi- 
mentais modelo. Eles têm genomas relativamente pequenos, se comparados aos 
demais eucariotos (ver Cap. 8) e, de modo similar, um menor número de genes. 
Como E. coli, eles podem ser multiplicados rapidamente em laboratório (apro- 
ximadamente 90 minutos por divisão celular sob condições ideais), permitindo 
que populações clonadas sejam propagadas a partir de uma única célula precur- 
sora. Apesar dessa simplicidade, as células de leveduras têm as características 
essenciais de todas as células eucarióticas. Elas contêm um núcleo separado, 
com diversos cromossomos lineares empacotados formando a cromatina, e seus 
citoplasmas incluem um espectro completo de organelas intracelulares (como 
as mitocôndrias) e estruturas do citoesqueleto (como os filamentos de actina). 
O eucarioto mais bem estudado é a levedura $. cerevisiae. Frequentemente 
denominada levedura do cervejeiro ou do padeiro, devido à sua utilização 
como agente de fermentação, S. cerevisiae foi extensivamente estudada por 
mais de 100 anos. Em experimentos na década de 1860, Louis Pasteur iden- 
tificou esta levedura como o catalisador da fermentação (antes do trabalho 


Apêndice 1 Organismos-modelo 809 


de Pasteur, acreditava-se que o açúcar se desmembrava espontaneamente em 
álcool e dióxido de carbono). Esses estudos levaram à identificação das pri- 
meiras enzimas e ao desenvolvimento da bioquímica como abordagem ex- 
perimental. A genética da S. cerevisiae tem sido estudada desde os anos 1930, 
resultando na caracterização de muitos de seus genes. Assim, como E. coli, 
S. cerevisiae permite o estudo de problemas fundamentais de biologia, utili- 
zando abordagens genéticas e bioquímicas. 


A existência de células haploides e diploides 
facilita a análise genética de S. cerevisiae 


As células de S. cerevisiae podem multiplicar-se tanto no estado haploide (uma 
cópia de cada cromossomo), como no estado diploide (duas cópias de cada cro- 
mossomo) (Fig. A-10). À conversão entre os estados haploide e diploide é me- 
diada pelo acasalamento (haploide para diploide) e esporulação (diploide para 
haploide), Existem dois tipos de células haploides, denominadas células a e cé- 
lulas a, Quando cultivadas juntas, essas células acasalam-se, formando células 
diploides a/a. Em condições de escassez de nutrientes, as células diploides a/a 
sofrem divisão meiótica (ver Cap. 8), gerando uma estrutura conhecida como 
asco, que contém quatro esporos haploides (dois esporos a e dois esporos a). 
Quando as condições de crescimento melhoram, esses esporos podem germinar 
e multiplicar-se como células haploides ou podem acasalar-se e restaurar as cé- 
lulas diploides a/a. 

No laboratório, esses tipos celulares podem ser manipulados para a reali- 
zação de uma enorme variedade de experimentos genéticos. A complemen- 
tação genética pode ser realizada por meio do simples acasalamento de duas 
linhagens haploides, cada uma contendo uma de duas mutações, cuja com- 
plementação está sendo avaliada. Se as mutações forem complementares uma 
à outra, o diploide será do tipo selvagem para o fenótipo mutante. Para testar 
a função de um gene individual, as mutações podem ser produzidas em célu- 
las haploides, nas quais existe uma única cópia desse gene. Por exemplo, para 
investigar se um determinado gene é essencial para a multiplicação celular, 
o gene pode ser removido em um haploide. Apenas as deleções de genes não 
essenciais são toleradas pelas células haploides. 


esporulação e 
ais meiótica 
célula awaa SU 
acasalamento 
célula haploide 
divisão 


FIGURA A-10 Ciclo de vida da le- 
vedura S. cerevisiae. S. cerevisiae existe 
sob três formas. Dois tipos celulares ha- 
ploides, a e a, e o produto diploide do 
acasalamento entre os dois primeiros. 
A replicação, o acasalamento e a espo- 
rulação desses tipos celulares diferentes 
estão mostrados. 
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A produção de mutações precisas em leveduras é fácil 


A análise genética de S. cerevisiae é ainda melhorada pela disponibilidade de 
técnicas utilizadas para modificar precisa e rapidamente genes individuais. 
Quando um DNA linear com extremidades homólogas a uma determinada 
região do genoma é introduzido nas células de S. cerevisiae, altas taxas de 
recombinação homóloga são observadas, resultando na substituição de se- 
quências cromossômicas pelo DNA utilizado na transformação (Fig. A-11). 
Essa propriedade pode ser explorada para realizar alterações precisas no ge- 
noma. Essa abordagem pode ser utilizada para a remoção da região codifi- 
cadora de um gene inteiro, para alterar um códon específico em uma fase 
aberta de leitura ou mesmo para alterar um par de bases específico em um 
promotor. A capacidade para realizar essas alterações no genoma com preci- 
são permite que questões bastante detalhadas em relação à função de genes 
específicos ou suas sequências reguladoras sejam exploradas com relativa 
facilidade. 


extremidades homólogas S. cerevisiae tem um genoma pequeno e bem-caracterizado 


recombinam com o 
DNA cromossômico 


o DNA entre as regiões homólogas 
Substitui o gene de interesse 


FIGURA A-11 Transformação re- 
combinacional em levedura. Qualquer 
região do genoma da levedura pode ser 
facilmente substituída por uma sequên- 
cia de sua escolha. O DNA a ser inserido 
é flanqueado por pequenas sequências 
de DNA homólogas às que flanqueiam 
a região no cromossomo a ser substituí- 
da. Quando os fragmentos doadores são 
introduzidos na célula, os altos níveis de 
recombinação homóloga nesse organismo 
asseguram alta frequência de recombina- 
ção com o cromossomo, resultando na 
permuta genética mostrada. O DNA in- 
serido pode diferir da sequência residente 
em apenas um único par de bases, ou no 
outro extremo, pode ser muito diferente 
em tamanho e sequência. Assim, modifi- 
cações genéticas bastante elaboradas po- 
dem ser realizadas. 


Devido à sua rica história de estudos genéticos e ao seu genoma relativamen- 
te pequeno, S. cerevisiae foi escolhido como o primeiro organismo eucarioto 
(não viral) a ter o seu genoma completamente sequenciado. Esse marco foi 
alcançado em 1996. A análise da sequência (1,3 x 10º pb) identificou aproxi- 
madamente 6.000 genes e forneceu a primeira perspectiva da complexidade 
genética necessária para dirigir a formação de um organismo eucariótico. 

A disponibilidade da sequência genômica completa de S. cerevisiae permi- 
tiu abordagens “de genoma total” para estudar esse organismo. Por exemplo, 
microarranjos de DNA que incluem sequências de cada um dos aproxima- 
damente 6.000 genes de S. cerevisiae foram utilizados extensivamente para 
caracterizar os padrões de expressão gênica sob diferentes condições fisioló- 
gicas. De fato, os níveis de expressão gênica em células de S$. cerevisiae foram 
testados em centenas de condições diferentes, incluindo diferentes fontes de 
carbono (como glicose vs. galactose), tipos celulares e temperaturas de cresci- 
mento. Além de serem úteis para determinar a expressão de genes individuais, 
essas descobertas também têm conduzido ao agrupamento de genes em con- 
juntos coordenadamente regulados, em que todos os genes do agrupamento 
respondem de maneira similar às alterações nas condições. 

Outros recursos genômicos incluem uma biblioteca de 6.000 linhagens, 
cada uma com a deleção de apenas um gene. Mais de 5.000 dessas linhagens 
são viáveis como haploides, indicando que a maioria dos genes de levedura 
não é essencial sob condições ideais de crescimento em laboratório. Essa co- 
leção de linhagens tem possibilitado o desenvolvimento de novas triagens 
genéticas, nas quais cada gene no genoma de S. cerevisiae pode ser testado 
individualmente quanto à sua função em um determinado processo. A utili- 
zação de microarranjos também permitiu o mapeamento de sítios de ligação 
para reguladores da transcrição em todo o genoma, por meio de técnicas de 
imunoprecipitação de cromatina (ver Cap. 7). 


As células de S. cerevisiae alteram sua 
forma à medida que crescem 


À medida que as células de S. cerevisiae progridem pelo ciclo celular, elas so- 
frem alterações características no formato (Fig. A-12). Imediatamente após 
uma nova célula ser liberada de sua progenitora, a célula-filha apresenta um 
formato levemente elíptico. Conforme a célula avança pelo ciclo celular, ela 
forma um pequeno “broto”, que irá formar uma célula separada. O broto cres- 
ce até alcançar um tamanho aproximadamente igual ao da célula “mãe”, a 
partir da qual ele foi originado. Neste momento, o broto é liberado da célula- 
«mãe e ambas as células iniciam o processo novamente. 
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célula com um broto grande 


A simples observação microscópica do formato da célula de S. cerevisiae 
oferece muitas informações a respeito dos eventos que estão ocorrendo na cé- 
lula. Uma célula que não possui um broto ainda não iniciou a replicação de seu 
genoma. Isso ocorre porque, em uma célula de tipo selvagem de S. cerevisiae, o 
surgimento de um novo broto está altamente coordenado ao início da replica- 
ção do DNA. De maneira similar, uma célula em multiplicação com um grande 
brotamento geralmente está executando a segregação cromossômica. 

As poderosas ferramentas da genética, da bioquímica e da genômica para 
estudar S. cerevisiae fizeram desse o organismo favorito para as análises de 
questões moleculares básicas de biologia celular. Os estudos em $. cerevisiae 
deram contribuições fundamentais para a compreensão da transcrição e da 
regulação gênica eucariótica, da replicação de DNA, da recombinação, da tra- 
dução e do processamento. Os estudos genéticos na levedura identificaram as 
proteínas que participam em todos esses eventos. Talvez ainda mais impor- 
tante seja o fato de as proteínas e genes identificados como críticos para estes 
eventos fundamentais em S. cerevisiae serem quase sempre bem conservados 
em outros eucariotos, incluindo seres humanos. Assim, o que se aprende com 
este eucarioto experimental simples é quase sempre relevante para os mesmos 
eventos nos organismos mais complexos. 


ARABIDOPSIS 


A ciência das plantas possui a história mais longa dentre todas as ciências 
da vida, com suas raízes na agricultura e na medicina botânica: por Mendel, 
a ciência das plantas lançou as bases para a genética; e por Charles Darwin, 
Barbara McClintock, William Bateson e outros, para a citogenética, o de- 
senvolvimento, a fisiologia e a evolução. A ciência das plantas continua a 
fazer avanços importantes em áreas fundamentais, como RNA de interfe- 
rência, ao mesmo tempo em que continua a ter impacto na economia e no 
meio ambiente. Nas últimas décadas, a erva daninha semelhante à mostar- 
da, A. thaliana, emergiu como organismo-modelo em paralelo à Drosophila, 
C. elegans e ao camundongo. Até mais do que seus correspondentes animais, 
Arabidopsis ilustra a maioria dos aspectos da biologia vegetal, sobretudo entre 
as angiospermas (plantas com flores). E assim como o milho revolucionou a 


FIGURA A-12 Ciclo celular mitó- 
tico em leveduras. S. cerevisiae divide- 
-se por brotamento. O desenvolvimento 
de um broto ao longo do ciclo mitótico é 
mostrado e está descrito no texto, 
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sinérgides 


genética vegetal no século XX, Arabidopsis promete revolucionar a genômica 
vegetal e a maioria dos aspectos da biologia vegetal no futuro. 


Arabidopsis possui um ciclo de vida rápido, 
com fases haploide e diploide 


Assim como as leveduras, a maioria das plantas possui fases haploide e diploi- 
de em seus ciclos de vida, que são denominadas de acordo com seus produtos 
-a fase diploide (como na levedura) suporta a meiose para gerar esporos e é, 
portanto, chamada de “esporófito” (planta contendo esporo). Estes esporos ha- 
ploides germinam e originam a fase haploide, a partir da qual se diferenciam 
gametas de cada um dos gêneros e, assim, a fase haploide é conhecida como ga- 
metófito masculino ou feminino. Os gametas fundem-se durante a fertilização, 
gerando zigotos diploides. O tamanho relativo destas fases varia — os musgos 
passam a maior parte de seu tempo na fase de gametófito, enquanto Arabidopsis 
e outras plantas mais complexas passam seu tempo como esporófitos, e as sa- 
mambaias ficam em um meio termo. Em plantas com flores, a fase de gametó- 
fito é bastante curta, consistindo apenas de duas ou três divisões mitóticas, e a 
linhagem germinativa surge das flores que se desenvolvem na planta adulta em 
vez de serem sequestradas no embrião como ocorre nos animais. A maioria das 
plantas (como Arabidopsis) é hermafrodita e origina gametófitos haploides de 
ambos os sexos a partir de flores diferenciadas ou partes florais onde as meloses 
masculina e feminina ocorrem (ver Fig. A-13). No entanto, algumas plantas 
são dioicas (com gêneros individuais) e podem até mesmo ter cromossomos 
sexuais diferenciados, embora estas espécies sejam raras. 

Plantas com sementes, como Arabidopsis, passam por fases adicionais 
após a fertilização - embriogênese e dormência, dando origem à semente. As- 
sim como nos mamíferos, o embrião é nutrido por tecidos extraembrionários, 
que se diferenciam terminalmente e não avançam. Mas ao contrário dos ani- 
mais, estes tecidos extraembrionários (conhecidos como “ semente interna” 
do endosperma) são o produto de uma fertilização independente, entre uma 


esporófito (2n) 


FIGURA A-13 Fases do ciclo de vida de Arabidopsis. (Cortesia de Rob Martienssen.) 
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segunda célula espermática haploide e a célula “central” diploide no lado 
feminino, a qual por sua vez é formada pela fusão de duas irmãs haploides do 
óvulo. A rápida divisão do núcleo triploide é seguida pela celularização e pelo 
acúmulo de amido e proteína, que fornecem nutrientes importantes para o 
embrião. O endosperma é efêmero em várias plantas (como Arabidopsis), sen- 
do devorado pelo embrião à medida que ele cresce, mas pode sobreviver até a 
germinação em outras plantas, fornecendo amido em culturas básicas como 
o trigo e o milho. 


Arabidopsis é facilmente transformada por genética reversa 


A infecção com a bactéria do solo, Agrobacterium tumefaciens, e outras relacio- 
nadas leva à indução de crescimentos tumorais (galhas) devida à transferência 
de genes da biossíntese de hormônios do plasmídeo bacteriano Ti (do inglês, 
tumor-inducing [indutor de tumor)) para o DNA cromossômico da planta hos- 
pedeira. Os genes indutores de tumor são encontrados na porção de DNA de 
transferência (T-DNA) do plasmídeo, flanqueados por sequências diretamente 
repetidas necessárias para a transferência. Ao substituir os genes indutores 
de tumor por genes de interesse, é possível transformar as plantas. Arabidop- 
sis pode ser transformada simplesmente pela pulverização das plantas com, 
ou pela imersão das plantas em, uma cultura concentrada de Agrobacterium 
em uma solução surfactante para promover a infecção. A infecção transiente 
ocorre quase imediatamente e é útil para estudos de expressão transiente, 
mas acredita-se que ocorra transformação estável após vários dias ou sema- 
nas, possivelmente na infecção do gametófito feminino, antes da fertilização. 
Ao incluir um gene marcador de seleção (para vários tipos de resistência a 
herbicidas), é possível selecionar as plantas transformadas pela germinação da 
semente em meio, ou solo, contendo herbicidas. 

A eficiência da transformação de Arabidopsis é tão alta que pode ser usa- 
da para mutagênese; a inserção aleatória de centenas de milhares de T-DNAs 
em plantas individuais, seguida pela amplificação e pelo sequenciamento dos 
sítios de inserção, resultou em numerosas coleções de plantas com interrup- 
ções na maioria dos genes do genoma. Estas inserções podem ser usadas para 
genética “reversa”, da mesma maneira que as deleções são usadas em levedu- 
ras. Além disso, ao incluir genes-repórter, ou reforçadores (enhancers) fortes, 
no T-DNA, estas inserções podem ser usadas para identificar a expressão dos 
genes nos quais elas se integraram ou então ativá-los em células nas quais 
eles não são normalmente expressos. Ao incluir elementos transponíveis no 
T-DNA, é possível gerar grandes números de saltos de transposons sem a ne- 
cessidade de transformação adicional e gerar alelos derivados, revertentes e 
mosaicos. Como a transformação era muito mais difícil em arroz e milho, os 
transposons têm sido a principal ferramenta para esta abordagem de “genéti- 
ca reversa” nestas plantas. 


Arabidopsis possui um genoma pequeno 
que é facilmente manipulado 


O genoma de Arabidopsis inclui apenas 105 Mb de DNA eucromático, cerca 
de 15 Mb de heterocromatina sequenciada e 15 a 25 Mb adicionais de repeti- 
ções-satélite e rDNA, perfazendo um total de cerca de 140 Mb. A maior parte 
da heterocromatina sequenciada flanqueia cada um dos cinco centrômeros, 
embora regiões menores de heterocromatina (botões) sejam encontradas nos 
braços dos cromossomos. O sequenciamento da porção de eucromatina e de 
grande parte da heterocromatina resultou na sequência de 99% dos 29.000 
genes de Arabidopsis. O sequenciamento de vários outros genomas de plantas 
revelou que várias rodadas de duplicação do genoma (poliploidia) ocorreram 
nas eudicotiledôneas, um dos principais ramos da árvore evolutiva dos an- 
giospermas, que inclui Arabidopsis. A duplicação mais recente ocorreu ape- 
nas há poucos milhões de anos, de maneira que cerca de 25% dos genes de 
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Arabidopsis mantiveram um homólogo funcional, resultando em substancial 
redundância genética e complicando as estratégias de genética reversa. Por 
outro lado, a genética direta tem sido bastante poderosa em Arabidopsis, tal- 
vez em parte devido à redundância, que permite que altas doses de mutagêni- 
cos (como o etilmetano sulfato [EMS], a etilnitrosureia [ENS], ou a irradiação) 
sejam usadas sem matar as plantas, de maneira que números pequenos de 
sementes mutadas possam atingir saturação. As sementes podem ser direta- 
mente mutadas e mutações recessivas podem ser recuperadas simplesmente 
ao permitir que a semente germine e faça autopolinização. 

A disponibilidade da sequência genômica e de várias linhagens polimór- 
ficas tornou a clonagem posicional de mutações identificadas por genética 
direta extremamente simples. A mutagênese por EMS pode até mesmo ser 
usada em uma estratégia de genética reversa, conhecida como tiling, na qual 
o DNA de plantas mutadas é triado em busca de mutações de ponto em genes 
de interesse. Com a emergência de métodos de sequenciamento de alto rendi- 
mento, esta estratégia provavelmente se tornará mais prática e poderá recupe- 
rar um espectro completo de variação alélica em cada gene. A disponibilidade 
da sequência genômica permitiu uma série de outras tecnologias, como os 
microarranjos, a localização de proteínas de alto rendimento e as tecnologias 
de proteômica, para citar apenas algumas. 

O RNA de interferência via pequenos RNAs (19 a 30 nucleotídeos) é um 
mecanismo endógeno e exógeno importante para regular genes e foi inicial- 
mente descrito em plantas (ver Cap. 19). Em Arabidopsis, pelo menos três 
classes de pequenos RNAs - microRNA (miRNA); RNA de interferência curto 
atuando em trans (tasiRNA); e siRNA associado a repetições - diferem em ta- 
manho e biogênese, mas todos podem regular genes ao combinar com suas 
sequências e promover seu “fatiamento” por atividade de endonuclease, pa- 
rada traducional ou modificação de cromatina e DNA. Estes pequenos RNAs 
são derivados de estruturas em “grampo” de fita simples precursoras ou de 
RNA de dupla-fita que é o produto da RNA-polimerase dependente de RNA. 
A metodologia genômica usando RNA de interferência em Arabidopsis inclui 
VIGS (do inglês, virally induced gene silencing [silenciamento gênico induzido 
por vírus)), cossupressão, silenciamento de grampo e miRNA artificial. 


Epigenética 


A variação epigenética é geralmente definida como “mutações” que são her- 
dadas cromossomicamente, mas não envolvem uma alteração da sequência 
nucleotídica. Estas “epimutações” são geralmente reversíveis em uma fre- 
quência significativamente mais alta do que as mutações regulares e estão 
associadas com modificações químicas do DNA e suas proteínas associadas 
(especialmente histonas). As plantas têm estado na vanguarda da pesquisa 
epigenética há várias décadas, e Arabidopsis não é exceção. Como os geno- 
mas de mamíferos, mas ao contrário dos de levedura, vermes e moscas, os 
genomas vegetais são altamente modificados pela metilação de citosinas, 
que, juntamente com a modificação de histonas, possui consequências 
epigenéticas para a expressão de genes e elementos repetidos encontrados 
no genoma. Estas modificações são guiadas por uma variedade de fatores, 
incluindo RNA de interferência, resultando no fenômeno de metilação do 
DNA dependente de RNA, primeiramente descrito em plantas, e modifica- 
ção de histona dependente de RNA, que também ocorre em leveduras e ou- 
tros organismos. 

Quando o silenciamento de um dado gene difere entre linhagens germi- 
nativas feminina e masculina, o imprinting resulta (geralmente) na expressão 
do alelo herdado da mãe. A expressão que sofre a ação do imprinting é preva- 
lente no tecido extraembrionário do endosperma, reminiscente do imprinting 
na placenta de mamíferos. Nestes exemplos bem-estudados, a desmetilação de 
genes envolvidos no imprinting ocorre na célula central, resultando em expres- 
são materna no endosperma. 
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Efeitos epigenéticos são geralmente influenciados pelo ambiente, e em 
um exemplo extremo, as plantas “lembram” do frio do inverno ao florescer 
na primavera seguinte. Esta memória é induzida pelo frio, retida por células 
propagadas de maneira clonal, mas apagadas pela meiose, resultando no há- 
bito familiar de floração de culturas como o trigo de inverno. Em Arabidopsis, 
este processo (vernalização) é regulado pelo processamento do RNA e por mo- 
dificação de histonas e envolve o complexo polycomb, também envolvido na 
memória celular em mamíferos. 


As plantas respondem ao ambiente 


Ao contrário dos animais, as plantas estão enraizadas em um local e não po- 
dem fugir de agressões ambientais, resultando em propriedades normalmen- 
te não encontradas em animais - como a tolerância ao pastejo. O sistema 
imunológico inato, primeiramente caracterizado em nível molecular como 
a resposta “gene por gene” em plantas, inclui vários componentes conser- 
vados em animais, mas é altamente diversificado e pode reconhecer vírus, 
micróbios, vermes, insetos e até outras plantas. Além deste estresse “biótico”, 
as plantas precisam suportar e responder ao estresse “abiótico”, incluindo al- 
terações na intensidade da luz, ritmo circadiano, nutrientes e estresse de sal 
e água, para citar apenas alguns. Muitos destes gatilhos ambientais possuem 
efeitos profundos no desenvolvimento - por exemplo, induzindo ou atrasan- 
do a floração para otimizar a produção de sementes. 

A luz exerce um papel crucial na biologia vegetal, devido ao cloroplasto fo- 
tossintético, derivado de um procarioto simbiótico ancestral e responsável pela 
maior parte do carbono orgânico fixado na biosfera. Até mesmo na pesquisa fo- 
tossintética, Arabidopsis está substituindo modelos fisiológicos clássicos - como 
tabaco e espinafre - devido à facilidade de manipulação genética e genômica. 


Desenvolvimento e formação de padrão 


O desenvolvimento vegetal influenciou na domesticação e na reprodução 
de culturas e, portanto, na história humana, mais do que qualquer outro 
aspecto da biologia vegetal, com inovações cruciais afetando a arquitetura 
da inflorescência, a degranação das sementes e o formato das folhas, sele- 
clonados por agricultores ancestrais e também por pesquisadores em melho- 
ramento vegetal atuais. A couve-flor, o milho de pipoca e a couve diferem 
apenas por alguns genes de espécies progenitoras que seriam consideradas 
ervas daninhas pelos agricultores modernos. Como as plantas com flores 
constituem um grupo evolutivo recente, muitos de seus genes têm sido 
identificados usando Arabidopsis como modelo. 

Em geral, plantas e animais teriam divergido a partir de um ancestral 
unicelular comum, de maneira que o desenvolvimento multicelular teria 
evoluído independentemente em cada reino. Portanto, vê-se que princípios 
gerais essenciais, como a importância central de fatores de transcrição e de 
hierarquias de sinalização (peptídeos, hormônios e receptores), são reconhe- 
cidos e estão presentes em cada reino, enquanto moléculas específicas são 
raramente conservadas. Alguns mecanismos, como ciclo celular e cascatas 
de MAP (do inglês, mitogen-activated protein [proteína ativada por mitógeno]) 
quinases, são bastante familiares, mas a maioria deles é distinta. Por exem- 
plo, as identidades homeótica e heterocrônica são especificadas por fatores de 
transcrição e miRNA em ambas as linhagens, mas as moléculas não são con- 
servadas, envolvendo principalmente fatores de transcrição do tipo MADS 
(MCMI, agamous, deficiens, e serum response ) em plantas e genes Hox em ani- 
mais. A comunicação intercelular envolve hormônios em ambos os reinos, 
mas estes possuem apenas semelhanças gerais (com exceção, talvez, dos este- 
roides vegetais e animais). De fato, o sistema vascular supracelular altamente 
conectado das plantas permite que macromoléculas, como mRNA, pequenos 
RNAs e os próprios fatores de transcrição passem diretamente entre as células, 
enquanto este fenômeno é raramente observado em animais. 
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Portanto, é provável que mecanismos comuns de desenvolvimento te- 
nham tido uma função em ancestrais unicelulares ou oligocelulares e podem 
ter sido adotados de maneira independente para exercer funções semelhantes. 
Talvez os mecanismos epigenéticos conservados, como o sistema Polycomb, 
tivessem funções na organização do genoma, na defesa do genoma, na bio- 
logia cromossômica e na diferenciação celular, em vez de atuar na memória 
transcricional multicelular, no eucarioto unicelular ancestral. Arabidopsis está 
exercendo um papel crucial na identificação destas funções conservadas den- 
tro e entre os reinos. 


O VERME NEMATÓDEO, CAENORHABDITIS ELEGANS 


Brenner, após ter feito contribuições de grande importância para a genética 
molecular, identificou um pequeno metazoário no qual estudar questões im- 
portantes sobre o desenvolvimento e a base molecular do comportamento. 
Tendo aprendido com os estudos bem-sucedidos em genética molecular rea- 
lizados em fagos e bactérias, Brenner buscava o organismo mais simples pos- 
sível, que apresentasse tipos celulares diferenciados, mas que também fosse, 
assim como as bactérias e vírus, adequado a análises genéticas. Em 1965, ele 
definiu-se pelo pequeno verme nematódeo C. elegans porque este continha 
uma variedade de características adequadas. Estas incluem rápido tempo de 
geração para permitir triagens genéticas, reprodução hermafrodita produzin- 
do centenas de “autoprogênies”, de maneira que um grande número de ani- 
mais pudesse ser gerado por clonagem, reprodução sexuada, de forma que es- 
toques genéticos pudessem ser construídos por acasalamento, e um pequeno 
número de células transparentes, permitindo que o desenvolvimento fosse 
diretamente acompanhado. 

Brenner estabeleceu dois objetivos iniciais ambiciosos, que seriam essen- 
ciais para o sucesso em longo prazo deste esforço. Um deles era o mapeamento 
físico completo de todas as células (e das interações célula-célula) pela recons- 
trução de secções seriais de micrografias eletrônicas (completada por John 
White em 1986). O segundo objetivo era mapear toda a linhagem celular do 
animal (completado por John Sulston em 1983). Isso revelou como cada célula 
do verme adulto surgia durante o desenvolvimento e mostrou como as células 
descendentes estavam relacionadas umas com as outras no animal diferencia- 
do. Sete anos depois, Brenner estabeleceu a genética do novo organismo-mo- 
delo com o isolamento de mais de 300 mutantes de morfologia e de comporta- 
mento. Estes definiram mais de 100 grupos de complementação mapeados em 
seis grupos de ligação. Aproximadamente 30 anos depois, há 400 laboratórios 
em todo o mundo que estudam C. elegans. Devido a sua simplicidade e acessi- 
bilidade experimental, ele é hoje o metazoário melhor compreendido. 


C. elegans tem um ciclo de vida muito rápido 


C. elegans é cultivado em placas de petri e alimentado com uma dieta muito 
simples de bactérias. Eles crescem bem em uma faixa de temperaturas, cres- 
cendo duas vezes mais rápido a 25°C do que a 15°C. A 25°C, embriões fertili- 
zados completam seu desenvolvimento em 12 horas e eclodem como animais 
de vida livre capazes de comportamentos complexos. O verme-filhote passa 
por quatro estágios juvenis (L1 a L4) durante um período de 40 horas, para 
então tornar-se um adulto sexualmente maduro (Fig. 4-14). 

O adulto hermafrodita pode produzir até 300 autoprogênies durante o 
período de cerca de 4 dias, ou pode ser acasalado com machos raros, para pro- 
duzir até 1.000 progênies híbridas. O verme adulto vive cerca de 15 dias. Sob 
condições estressantes (pouca comida, elevação da temperatura ou alta den- 
sidade populacional), o animal no estágio L1 pode entrar em um estágio de 
desenvolvimento alternativo, no qual ele assume a chamada forma dauer. 
As larvas dauer são resistentes aos estresses ambientais e podem viver por 


Apêndice 1 Organismos-modelo 817 


muitos meses, enquanto aguardam uma melhoria nas condições ambientais, 
O estudo de mutantes incapazes de entrar no estágio dauer, ou que entram de 
maneira inapropriada, identificou genes expressos em neurônios específicos 
que funcionam na percepção das condições ambientais, genes expressos por 
todo o animal, que controlam o crescimento do corpo e genes que controlam 
o tempo de vida. A ativação desses últimos genes, no adulto, pode estender 
a duração da vida do animal de maneira drástica, e homólogos a esses genes 
estão envolvidos na extensão da vida em mamíferos. 


C. elegans é composto por relativamente poucas 

e bem-estudadas linhagens celulares 

C. elegans tem um plano corporal simples (Fig. A-15). O órgão proeminen- 
te no adulto hermafrodita é a gônada, que contém as células germinativas 


em proliferação e diferenciação (espermatozoide e ovócitos), a câmara de 
fertilização (espermateca) e o útero, para o armazenamento temporário dos 
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FIGURA A-15 Plano corporal de C. elegans. (a) Um verme hermafrodita adulto é mos- 
trado em corte: (b) Os vários órgãos estão identificados no desenho e estão descritos no texto. 
(a, Reproduzida, com permissão, de Sulston J.E, e Horvitz H.R. 1977, Dev Biol. 56: 110-156. 
© Elsevier) 


FIGURA A-14 Ciclo de vida do ver- 
me nematódeo, C. elegans. O cicio de 
vida está mostrado em horas de desenvol- 
vimento, desde o primeiro estágio juve- 
nil até o adulto, como descrito no texto. 
O estágio alternativo do desenvolvimento — 
a larva dauer — também está representado, 
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embriões jovens. Os embriões passam do útero para o meio externo através 
da vulva, uma estrutura formada depois do período embrionário a partir 
de 22 células epidérmicas. As mutações que interrompem a formação da 
vulva não interferem na produção de embriões, mas impedem a postura dos 
ovos. Consequentemente, os embriões desenvolvem-se e os ovos eclodem 
no interior do útero. Os vermes liberados no útero, então, devoram a mãe e 
ficam presos dentro da sua pele (camada de cutícula), formando um "saco 
de vermes”. Esse fenótipo facilmente identificável permitiu o isolamento de 
inúmeros mutantes sem vulva, identificando os grupos de genes que atuam 
no controle da formação, especificação e diferenciação das células da vulva, 
indicando que a construção deste “orgão” simplificado requer dezenas a 
centenas de genes, Entre esses genes, estão componentes de uma via de sina- 
lização altamente conservada de receptores tirosina quinase, que controlam 
a proliferação celular. 

Vários homólogos mamíferos destes genes são oncogenes e genes supres- 
sores de tumor que, quando alterados, podem levar ao desenvolvimento de 
câncer. Em C. elegans, as mutações que inativam essa via eliminam o desen- 
volvimento da vulva, uma vez que essas células nunca serão produzidas, en- 
quanto as mutações que ativam essa via provocam a superproliferação das 
células precursoras da vulva, resultando em um fenótipo de múltiplas vulvas. 
Como o animal é transparente e a vulva é originada a partir de apenas 22 
células, é possível descrever o defeito mutante com uma resolução celular 
tal que o tipo de mutação pode ser associado a uma transformação celular 
específica. Além disso, a função celular autônoma versus não autônoma de 
determinados produtos gênicos pode ser distinguida. 


A via de morte celular foi descoberta em C. elegans 


Embora o processo de morte celular tenha sido reconhecido em uma va- 
riedade de contextos de desenvolvimento (p. ex., a formação de dígitos e 
a perda das caudas dos girinos), a demonstração de que a morte celular é 
um processo “programado” e geneticamente regulado foram descobertas 
cruciais fornecidas pela flexibilidade genética e experimental de C. elegans. 
Análises iniciais de linhagens celulares observaram que os mesmos con- 
Juntos de células morriam em todos os animais, sugerindo que a morte 
celular estava sob controle genético. Os primeiros mutantes defectivos para 
morte celular (ced [cell death defective]) isolados apresentavam defeitos no 
consumo das células mortas pelas células vizinhas; assim, nos mutantes, 
as células mortas persistiam no organismo por várias horas. Usando estes 
mutantes ced, H. Robert Horvitz e seus colegas isolaram vários outros mu- 
tantes ced que não apresentavam essa persistência das células mortas. Esses 
mutantes apresentavam defeitos na inicialização do programa de morte 
celular. A análise de mutantes ced mostrou que, em todos os casos, exceto 
um, a morte celular programada durante o desenvolvimento é autônoma 
entre as células, ou seja, a célula comete suicídio. Nos vermes machos, uma 
célula conhecida como célula de ligação é morta por sua vizinha. A identi- 
ficação molecular dos genes ced forneceu o meio para identificar proteínas 
de mamíferos que exercem essencialmente reações bioquímicas idênticas 
para controlar a morte celular em todos os animais; na verdade, a expressão 
de homólogos humanos em C. elegans pode substituir um gene ced mu- 
tante. A morte celular é tão importante quanto a proliferação celular no 
desenvolvimento e na doença e é um foco de intensas pesquisas para o 
desenvolvimento de processos terapêuticos para o controle do câncer e das 
doenças neurodegenerativas. 


O RNAi foi descoberto em C. elegans 


Em 1998, uma descoberta notável foi anunciada. A introdução de uma mo- 
lécula de RNA de dupla-fita (dsRNA) em C. elegans silenciou o gene homó- 
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logo ao dsRNA (para uma discussão completa sobre silenciamento gênico, 
ver Cap. 20). Embora este fenômeno tenha sido reconhecido também em 
outros organismos-modelos, a facilidade de manipulação da genética e do 
desenvolvimento de C. elegans (p. ex., a geração de mutantes incapazes de 
realizar o silenciamento) garantiu que ele estivesse na vanguarda da elu- 
cidação desta forma de silenciamento gênico. Essa descoberta inesperada 
e a análise subsequente da interferência por RNA (RNAi) são significativas 
em três aspectos. O primeiro é que o RNAi parece ser universal, porque a 
introdução de dsRNA em praticamente todas as células animais, fúngicas 
ou vegetais leva à degradação do mRNA dirigida por homologia. De fato, 
muito do que se sabe sobre RNAI partiu de estudos em plantas (Cap. 20). 
O segundo foi a rapidez com a qual a investigação experimental deste mis- 
terioso processo revelou os mecanismos moleculares (ver Fig. 20-10). O ter- 
ceiro aspecto significativo do RNAI é o quão amplamente explorado ele se 
tornou para manipular a expressão gênica em múltiplos organismos. Isso 
oferece uma “estratégia sistemática” para identificar genes envolvidos em 
um determinado processo em vez de fazê-lo por meio da genética tradicio- 
nal. Assim, uma biblioteca de RNAs de interferência pode ser direcionada 
contra todos os genes de um organismo, e pela correlação de fenótipos es- 
pecíficos com determinados RNAs da biblioteca é possível rastrear os genes 
que exercem um papel neste fenótipo. Esta abordagem pode ser aplicada 
mesmo em organismos não adequados para a genética tradicional. Essa 
pesquisa correlaciona-se com a análise de outro processo de regulação gê- 
nica mediado por RNA, que envolve pequenas quantidades de miRNAs en- 
dógenos que regulam a expressão gênica em plantas e animais, coordenam 
os rearranjos genômicos em ciliados e regulam a estrutura da cromatina 
em leveduras. Os primeiros dois miRNAs foram descobertos em triagens 
genéticas em C. elegans. Uma fração desses miRNAs do verme é conservada 
em moscas e mamíferos, onde suas funções estão apenas começando a ser 
reveladas. Estudos recentes sugerem que o genoma humano pode conter 
milhares de genes de miRNAs. 


A MOSCA-DA-FRUTA, DROSOPHILA MELANOGASTER 


Não faz muito tempo comemoramos o centésimo aniversário da mosca-da- 
-fruta como um organismo-modelo para os estudos da genética e da biologia 
do desenvolvimento. Em 1908, Thomas Hunt Morgan e seus pesquisadores 
associados na Columbia University colocaram frutas apodrecidas na beira 
da janela de seu laboratório em Schermerhorn Hall. Seu objetivo era isolar 
um animal pequeno de reprodução rápida, capaz de ser cultivado em labo- 
ratório e utilizado para estudar a herança de características quantitativas, 
como a cor dos olhos. Entre a mistura variada de criaturas que foram captu- 
radas, a mosca-da-fruta emergiu como o animal de escolha. Os adultos pro- 
duziram um grande número de progênie em apenas duas semanas. A cultura 
era feita em potes de leite reciclados, utilizando uma preparação barata de 
leveduras e ágar. 


Drosophila tem um ciclo de vida rápido 


As características marcantes do ciclo de vida de Drosophila são: período mui- 
to rápido de embriogênese, seguido por três períodos de crescimento larval 
antes da metamorfose (Fig. A-16). A embriogênese é finalizada 24 horas após 
a fertilização e culmina com a liberação da larva de primeiro instar. Como 
discutido no Capítulo 21, os períodos iniciais do desenvolvimento embrio- 
nário de Drosophila exibem as clivagens nucleares mais rápidas conhecidas 
em qualquer animal. A larva de primeiro instar cresce por 24 horas e, então, 
muda para uma larva maior de segundo instar. O processo é repetido para 
criar uma larva de terceiro instar, que se alimenta e cresce por dois a três dias. 
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FIGURA A-16 Ciclo de vida de 
Drosophila. Os vários estágios de de- 
senvolvimento da mosca, mostrados aqui, 
estão descritos no texto. 


FIGURA A-17 Discos imaginais em 
Drosophila. A posição dos vários discos 
imaginais na larva está mostrada à direita. 
À esquerda, são apresentados os mem- 
bros e os órgãos que os discos formam 
na mosca adulta. Esses discos são inicial- 
mente formados por pequenos grupos de 
células no embrião, mas aumentam para 
dezenas de milhares de células na larva 
madura. Os discos desenvolvem-se em 
suas respectivas estruturas adultas duran- 
tea pupação. 
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Um dos processos fundamentais que ocorre durante o desenvolvimento 
larval é o crescimento dos discos imaginais, os quais aparecem a partir de inva- 
ginações da epiderme em embriões de médio-estágio (Fig. A-17). Existe um par 
de discos para cada conjunto de apêndices (p. ex., um conjunto de discos ima- 
ginais para as pernas dianteiras e um conjunto de discos imaginais para as asas). 
Existem, também, discos imaginais para olhos, antenas, partes da boca e geni- 
tália. Os discos são inicialmente pequenos e compostos por menos de 100 célu- 
las no embrião, mas contêm centenas de milhares de células na larva madura. 
O desenvolvimento dos discos imaginais das asas tornou-se um sistema expe- 
rimental importante para o entendimento de como os gradientes de moléculas 
sinalizadoras secretadas, como Hedgehog e Dpp (TGF-f), controlam processos 
complexos de determinação do padrão. Os discos imaginais diferenciam-se em 
suas estruturas adultas apropriadas durante a metamorfose (ou pupação). 


Os primeiros mapas genômicos foram 
produzidos em Drosophila 
Em 1910, o laboratório de Morgan identificou um indivíduo macho mutante 


espontâneo com olhos brancos em vez dos olhos vermelhos brilhantes ob- 
servados nas linhagens normais. Essa simples mosca iniciou uma série deci- 


Apêndice 1 Organismos-modelo 


siva de estudos genéticos que resultaram em duas importantes descobertas: 
os genes estão localizados nos cromossomos, e cada gene é composto por 
dois alelos que são distribuídos de maneira independente durante a meiose 
(ver a primeira lei de Mendel; Cap. 1). A identificação de outras mutações le- 
vou à demonstração de que os genes localizados em cromossomos separados 
segregam de forma independente (segunda lei de Mendel), enquanto os genes 
ligados no mesmo cromossomo, não. 

Um estudante de graduação da Columbia University, Alfred H. Sturtevant 
(membro do laboratório de Morgan), desenvolveu um algoritmo matemáti- 
co simples para o mapeamento das distâncias entre genes ligados com base 
nas frequências de recombinação. A simplicidade e o poder deste trabalho 
tiveram um enorme impacto que fundamentalmente mudou a genética e for- 
neceu a primeira demonstração de que os genes são entidades fisicamente de- 
finidas e ordenadas ao longo dos cromossomos. Na década de 1930, diversos 
mapas genéticos tinham sido produzidos e identificavam as posições relativas 
de numerosos genes que controlavam várias características físicas do adulto, 
como o formato e o tamanho da asa e a cor e o formato do olho. 

Hermann J. Muller, outro cientista treinado no laboratório de Morgan, 
forneceu a primeira evidência de que fatores ambientais, como a radiação 
ionizante, podem causar rearranjos cromossômicos e mutações genéticas. As 
“triagens genéticas” em larga escala foram rotineiramente realizadas por meio 
da alimentação de machos adultos com um agente mutagênico, como EMS, e 
o subsequente cruzamento desses machos com fêmeas normais. A progênie F, 
era heterozigota e continha um cromossomo normal e um com uma mutação 
aleatória. Vários métodos são utilizados para estudar essas mutações, como 
descrito a seguir. 

Além da sua notável fecundidade (uma única fêmea pode produzir mi- 
Ihares de ovos) e da rapidez do ciclo de vida, a mosca-da-fruta apresenta 
várias características muito úteis, que garantiram seu papel firme e perma- 
nente na pesquisa experimental. Ela contém apenas quatro cromossomos: 
dois grandes cromossomos autossômicos, 2 e 3, um pequeno cromossomo 
X (que determina o sexo) e um quarto cromossomo muito pequeno. Calvin 
B. Bridges — outro colega de Muller — descobriu que determinados tecidos 
na larva de Drosophila sofrem uma extensiva endorreplicação, sem mitose. 
Na glândula salivar, esse processo produz cromossomos gigantes, compostos 
por aproximadamente 1.000 cópias de cada cromátide. Bridges utilizou esses 
cromossomos politênicos para determinar um mapa físico do genoma de 
Drosophila (o primeiro produzido para qualquer organismo) (Fig. A-18). 

Bridges identificou um total de aproximadamente 5.000 “bandas” nos 
quatro cromossomos e estabeleceu uma correlação entre muitas dessas bandas 
e as localizações dos loci genéticos identificados nos mapas clássicos de recom- 
binação. Por exemplo, as moscas-da-fruta fêmeas heterozigotas para a mutação 
recessiva white exibem olhos vermelhos normais. Entretanto, fêmeas similares 
que contêm a mutação white e uma pequena deleção no outro cromossomo 
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FIGURA A-18 Mapas genéticos, 
cromossomos politênicos e mapea- 
mento de deficiências. A endorrepica- 
ção na ausência de mitose gera cromos- 
somos aumentados em alguns tecidos 
da mosca, sobretudo nas glândulas sali- 
vares, onde esses cromossomos gigantes 
são compostos por cerca de 1.000 cro- 
mátides. Foi possível, pela primeira vez, 
correlacionar a ocorrência de genes para 
determinadas caracteristicas com deter- 
minados segmentos físicos do cromos- 
somo, Por exemplo, olhos brancos foram 
correlacionados com deleções na região 
3C do cromossomo X. (Com permis- 
são de Hartwell L. et al. 2004. Genetics: 
From genes to genomes, 2nd ed., p. 816, 
Fig, D-4. O McGraw-Hill.) 
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FIGURA A-19 Cromossomo de ba- 
lanceamento. Os cromossomos de ba- 
lanceamento (painel inferior) contêm uma 
série de inversões quando comparados 
ao cromossomo parental original (painel 
superior). Neste diagrama, um cromosso- 
mo hipotético tem dois braços. O braço 
esquerdo do cromossomo de balancea- 
mento possui uma inversão intema que 
altera a ordem dos genes a, b e c do cro- 
mossomo original, De maneira semelhan- 
te, o braço à direita no cromossomo de 
balanceamento possui uma inversão que 
reverte a ordem dos genes d, e e f. Além 
disso, pode haver uma inversão centrada 
em torno do centrômero, revertendo, nes- 
te caso, a ordem dos genes 1 e 2. Por- 
tanto, o cromossomo de balanceamento 
possui uma ordem significativamente 
diferente dos genes quando comparado 
ao original. Como resultado, existe uma 
supressão de recombinação entre os cro- 
mossomos nos heterozigotos que contêm 
uma cópia de cada. 


X, responsável pela remoção das bandas politênicas 3C2 a 3C3, exibem olhos 
brancos. Isso ocorre porque a cópia normal e dominante do gene não existe 
mais. Esse tipo de análise levou à conclusão de que o gene white está localizado 
em algum local entre as bandas politênicas 3C2 e 3C3 no cromossomo X. 

Muitos outros métodos genéticos foram criados para estabelecer a mosca- 
«da-fruta como o principal organismo experimental para os estudos de herança 
animal. Por exemplo, foram criados os cromossomos de balanceamento, 
os quais contêm uma série de inversões em relação à organização do cromosso- 
mo nativo (Fig. A-19). Esses cromossomos de balanceamento não podem sofrer 
recombinação com o cromossomo nativo durante a meiose. Como resultado, 
é possível manter culturas permanentes de moscas-da-fruta que contêm mu- 
tações recessivas letais. Considere-se uma mutação nula no gene even-skipped 
(eve), discutido no Capítulo 21, Embriões homozigotos para esta mutação mor- 
rem e não conseguem produzir larvas e adultos viáveis. O locus eve está mapea- 
do no cromossomo 2 (na banda politênica 46C). A mutação nula pode ser man- 
tida em uma população que seja heterozigota para um cromossomo “normal” 
contendo o alelo nulo de eve e um segundo cromossomo de balanceamento, 
que contém uma cópia normal do gene. Uma vez que o alelo nulo de eve é rigo- 
rosamente recessivo, essas moscas são completamente viáveis, Entretanto, ape- 
nas os heterozigotos são mantidos na progênie adulta em gerações sucessivas. 
Os embriões que contêm duas cópias do cromossomo de balanceamento mor- 
rem, porque algumas das inversões produzem interrupções recessivas em genes 
essenciais. Além disso, os embriões contendo duas cópias do cromossomo nor- 
mal também morrem, porque são homozigotos para a mutação nula eve. 


Mosaicos genéticos permitem a análise 
de genes letais em moscas adultas 


Os mosaicos são animais que contêm pequenas porções de tecidos mutantes 
presentes em um constituição genética geralmente “normal”. Essas pequenas 
regiões não inviabilizam o indivíduo, uma vez que a maior parte dos tecidos do 
organismo é normal. Por exemplo, pequenas porções de tecido mutante homo- 
zigoto engrailed/engrailed podem ser produzidas pela indução de recombinação 
mitótica em larvas em desenvolvimento usando raios X. Quando estas regiões 
são criadas em regiões posteriores das asas em desenvolvimento, as moscas resul- 
tantes apresentam asas anormais que possuem estruturas anteriores duplicadas 
em vez das estruturas posteriores normais. A análise de mosaicos genéticos forne- 
ceu a primeira evidência de que a proteína Engrailed é necessária para subdividir 
os apêndices e segmentos das moscas em compartimentos anterior e posterior. 

Os mosaicos genéticos mais espetaculares são os ginandromorfos 
(Fig. A-20), moscas que são literalmente metade macho e metade fêmea. 
A identidade sexual em moscas é determinada pelo número de cromosso- 
mos X. Indivíduos com dois cromossomos X são fêmeas, enquanto os com 
apenas um cromossomo X são machos. (O cromossomo Y não define a iden- 
tidade sexual em moscas como ocorre em camundongos e seres humanos: 
em moscas, o Y é necessário apenas para a produção de espermatozoides.) 
Em um evento raro, um dos dois cromossomos X é perdido na primeira 
divisão mitótica, após a fusão pronuclear do espermatozoide e do óvulo no 
embrião XX recém-fertilizado. 

Essa instabilidade do X ocorre apenas na primeira divisão. Em todas as 
divisões subsequentes, os núcleos contendo dois cromossomos X geram nú- 
cleos-filhos com dois cromossomos X, enquanto os núcleos com apenas um 
cromossomo X geram núcleos-filhos contendo um único X. Como discuti- 
do no Capítulo 21, esses núcleos sofrem uma série de clivagens rápidas, sem 
membranas celulares e, então, migram para a periferia do ovo. Esta migração 
é consistente e há pouca ou nenhuma mistura de núcleos contendo um cro- 
mossomo X com núcleos contendo dois cromossomos X. Assim, metade do 
embrião é macho e metade é fêmea, embora a “linha” que separa os tecidos 
masculino e feminino seja aleatória. Sua posição exata depende da orientação 
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dos dois núcleos-filhos após a primeira clivagem. Essa delimitação às vezes di- 
vide o adulto em uma metade esquerda que é fêmea e uma metade direita que é 
macho. Suponha que um dos cromossomos X contenha o alelo recessivo white. 
Caso o cromossomo X de tipo selvagem seja perdido na primeira divisão, a me- 
tade direita da mosca — a metade macho — terá olhos brancos (a metade macho 
possui apenas o cromossomo X mutante), enquanto a metade esquerda - o 
lado fêmea — tem olhos vermelhos. (Lembre-se de que a metade fêmea possui os 
dois cromossomos X e de que um destes é o alelo de tipo selvagem dominante.) 


A recombinase FLP de leveduras permite a 
produção eficiente de mosaicos genéticos 


O que não estava previsto na era clássica da análise genética é o fato de que 
Drosophila possui vários atributos favoráveis para estudos moleculares e aná- 
lises de genoma inteiro. De forma notável, o genoma é relativamente peque- 
no, Ele é composto por apenas cerca de 150 Mb e contém menos de 14.000 
genes codificadores de proteínas. Isso representa apenas 5% da quantidade 
de DNA presente nos genomas humano e de camundongos. À medida que 
a mosca-da-fruta entrou na era moderna, foram criados vários métodos que 
melhoraram algumas das técnicas antigas de manipulação genética e também 
levaram a métodos experimentais completamente novos, como a produção 
de linhagens transgênicas estáveis contendo DNAs recombinantes. 

Como já foi discutido, os mosaicos genéticos são produzidos pela re- 
combinação mitótica em tecidos somáticos. Inicialmente, os raios X eram 
utilizados para induzir a recombinação, embora esse método fosse ineficien- 
te e produzisse pequenas regiões de tecido mutante. Mais recentemente, a 
frequência de recombinação mitótica foi muito aumentada pela utilização 
da recombinase FLP de leveduras (Fig. A-21). A FLP reconhece um motivo 
de sequência simples — FRT - e catalisa rearranjos de DNA (ver Cap. 12). Se- 
quências FRT foram inseridas próximas ao centrômero de cada um dos quatro 
cromossomos usando o elemento P para transformação (ver discussão poste- 
rior). Então, moscas heterozigotas são geradas com um alelo nulo no gene Z 
em um cromossomo e uma cópia selvagem deste gene no cromossomo ho- 
mólogo. Ambos os cromossomos contêm sequências FRT. Essas moscas são 
estáveis e viáveis, uma vez que não existe uma recombinase FLP endógena 
em Drosophila. No entanto, é possível introduzir a recombinase em linha- 
gens transgênicas que possuem a sequência codificadora da proteína FLP de 
levedura sob o controle do promotor induzível pelo calor, hsp70. Assim, a 
síntese de FLP é desencadeada por choque térmico em todas as células. A FLP 
liga-se aos motivos FRT nos dois homólogos contendo o gene Z e catalisa 
a recombinação mitótica (Fig. A-21). Esse método é bastante eficiente. De 
fato, pequenos pulsos de choque térmico são frequentemente eficientes para 
produzir a recombinase FLP em quantidade suficiente para gerar grandes por- 
ções de tecido z/z em diferentes regiões de uma mosca adulta. Sequências de 


FIGURA A-21 FLP-FRT. A utilização deste sistema de recombinação sítio-específica da 
levedura (descrito no Cap. 12) promove elevados níveis de recombinação mitática nas moscas. 
A recombinação é controlada pela expressão da recombinase, nas moscas, apenas quando 
necessário, 


FIGURA A-20 Ginandromortos. 
Mutantes ginandromorfos são uma forma 
particularmente interessante de mosaicos 
genéticos, (a) O cromossomo X azul con- 
tém a mutação recessiva (white), enquan- 
to 0 cromossomo X vermelho tem a cópia 
dominante normal do gene. O mutante 
é o resultado da perda do cromossomo 
X na primeira divisão mitótica em mos- 
cas fêmeas (XX), como descrito no texto 
(b) No mutante resultante, uma metade 
da mosca é fêmea, a outra é macho. 
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FIGURA A-22 Disgenesia do hi- 
brido. Elementos transposons P residem 
passivamente em linhagens P porque elas 
expressam um repressor que mantém os 
transposons silenciados, Quando as linha- 
gens P são acasaladas com linhagens M 
que não possuem o repressor, os trans- 
posons são mobilizados dentro das célu- 
las polares e, frequentemente, integram- 
-se nos genes necessários à formação da 
linhagem germinativa. Isso explica a alta 
taxa de esterilidade na progênie destes 
cruzamentos, 


reconhecimento de FRT foram inseridas ao longo do genoma de Drosophila 
por transformação com P. Agora é possível criar pequenas deleções em pra- 
ticamente qualquer gene pela indução de rearranjos entre os sítios FRT que 
flanqueiam o gene de interesse usando a recombinase FLP. 


É fácil produzir moscas-da-fruta transgênicas 
contendo DNA exógeno 


Os elementos P são segmentos transponíveis de DNA que causam um fenô- 
meno genético chamado disgenesia do híbrido (Fig. A-22). Considere as 
consequências do cruzamento de fêmeas da linhagem “M” de D. melanogaster 
com machos da linhagem “P” (mesma espécie, mas populações diferentes). 
A progênie F, é frequentemente estéril. O motivo é que a linhagem P contém 
várias cópias do transposon elemento P que são mobilizadas em embriões de- 
tivados de óvulos M. Estes óvulos não possuem uma proteína repressora que 
inibe a mobilização do elemento P. A excisão e a inserção do elemento P são 
limitadas às células polares, progenitoras dos gametas (espermatozoides nos 
machos e óvulos nas fêmeas). Às vezes, os elementos P inserem-se em genes 
essenciais para o desenvolvimento destas células germinativas e, como resul- 
tado, as moscas adultas derivadas destes cruzamentos são estéreis. 

Os elementos P são utilizados como vetores de transformação para a intro- 
dução de DNAs recombinantes em linhagens de moscas normais (Fig. A-23). 
Um elemento P completo possui 3 kb. Ele contém repetições invertidas nas 
extremidades que são essenciais para excisão e inserção. O DNA intervenien- 
te codifica um repressor da transposição e uma transposase que promove a 
mobilização. O repressor é expresso nos óvulos em desenvolvimento de li- 
nhagens P. Consequentemente, não há movimentação de elementos P em 
embriões derivados de fêmeas da linhagem P (estes contêm elementos P). 
O deslocamento é observado apenas nos embriões derivados de óvulos produ- 
zidos por fêmeas da linhagem M, que não possuem os elementos P. 

Um DNA recombinante é inserido em elementos P defectivos que não 
possuem os genes internos que codificam o repressor e a transposase, Esse 
DNA é injetado em regiões posteriores de embriões iniciais pré-celulares 
(como foi visto no Capítulo 21, essa é a região que contém os grânulos po- 
lares). A transposase é injetada com o vetor de elemento P recombinante. 
À medida que os núcleos clivados deslocam-se para a região posterior, eles 
incorporam os grânulos polares e o DNA de elemento P recombinante junto 
com a transposase. As células polares brotam a partir do citoplasma polar e 
os elementos P recombinantes inserem-se em posições aleatórias nas células 
polares. Células polares diferentes contêm diferentes eventos de inserção do 
elemento P. A quantidade de DNA de elemento P recombinante e de trans- 
posase é calibrada de maneira que uma determinada célula polar receba, em 
média, apenas um único elemento P integrado. Os embriões desenvolvem-se 
em adultos e, então, são cruzados com linhagens de testes apropriadas. 

O elemento P recombinante contém um gene “marcador”, como white”, 
ea linhagem utilizada para as injeções é um mutante white”. As linhagens de 
teste também são white, de maneira que qualquer mosca de F, que tenha olhos 
vermelhos deve conter uma cópia do elemento P recombinante, Esse método de 
transformação por elemento P é rotineiramente utilizado para a identificação de 
sequências reguladoras, como as sequências que dirigem a expressão da faixa 2 
de eve (discutida no Cap. 21). Além disso, essa estratégia é utilizada para exami- 
nar os genes codificadores de proteinas em diferentes composições genéticas. 

Em resumo, Drosophila oferece muitas das sofisticadas ferramentas de ge- 
nética clássica e molecular que, como vimos, estão disponíveis em sistemas ex- 
perimentais microbianos. Uma exceção óbvia era a ausência de métodos para 
a manipulação precisa do genoma pela recombinação homóloga com DNA 
recombinante, como na criação de deleções gênicas. Entretanto, tais métodos 
foram recentemente desenvolvidos e estão sendo aperfeiçoados para a utili- 
zação rotineira. Ironicamente, essas manipulações já estão disponíveis, como 
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FIGURA A-23 Transformação por elemento P. Elementos P podem ser usados como 
vetores para a transformação de embriões de moscas, Assim, conforme discutido no texto, as 
sequências de interesse podem ser inseridas em elementos P modificados. Uma única cópia 
dessa molécula recombinante é incorporada estavelmente em um único local de um cromos- 
somo da mosca 


será visto, no sistema experimental mais complicado, o camundongo. Apesar 
disso, devido à profusão de ferramentas genéticas disponíveis em Drosophila e 
ao extenso nível de conhecimento sobre esse organismo, compilado em déca- 
das de investigação, a mosca-da-fruta continua sendo um dos principais siste- 
mas experimentais para o estudo do desenvolvimento e do comportamento. 


O CAMUNDONGO DOMÉSTICO, MUS MUSCULUS 


Pelos padrões de C. elegans e Drosophila, o ciclo de vida do camundongo é len- 
toe complicado. O desenvolvimento embriogênico, ou gestação, consome um 
período de 3 semanas, e o camundongo recém-nascido só atinge a puberdade 
após mais 5 a 6 semanas. Assim, o ciclo de vida efetivo é de aproximadamente 
8 a 9 semanas, mais de cinco vezes mais longo do que o de Drosophila. O ca- 
mundongo, no entanto, possui um status especial devido à sua posição na ár- 
vore evolutiva: ele é um mamífero e, portanto, relacionado aos seres humanos. 
Obviamente, os chimpanzés e outros primatas superiores são mais próximos 
dos seres humanos do que o camundongo, mas não são adequados às várias 
manipulações experimentais que podem ser realizadas nos camundongos. 
Assim, o camundongo fornece a ligação entre os princípios básicos, desco- 
bertos em organismos mais simples, como vermes e moscas, e as doenças hu- 
manas. Por exemplo, o gene patched de Drosophila codifica um componente 
crítico do receptor Hedgehog (Cap. 21). Os embriões mutantes de moscas que 
não possuem a atividade gênica selvagem de patched exibem vários defeitos de 
estabelecimento de padrões. Os genes ortólogos no camundongo também são 
importantes no desenvolvimento, Surpreendentemente, no entanto, determi- 
nados mutantes patched provocam vários cânceres, como o câncer de pele, em 
camundongos e em humanos. Nenhum tipo de análise em moscas revelaria uma 
função desse tipo. Além disso, foram desenvolvidos métodos que permitem a 
remoção eficiente de genes específicos de animais que, exceto por essa remoção, 
seriam normais. Essa tecnologia de “nocaute” gênico tem um impacto enorme 
na compreensão dos mecanismos básicos que controlam o desenvolvimento, 
o comportamento e as doenças dos seres humanos. Serão revistas brevemente 
as características mais marcantes do camundongo como sistema experimental. 
O complemento cromossômico do camundongo é semelhante ao obser- 
vado nos seres humanos: há 19 autossomos nos camundongos (22 em seres 
humanos), bem como cromossomos sexuais X e Y. Existe uma extensiva sin- 
tenia entre camundongos e seres humanos: extensas regiões de um determi- 
nado cromossomo de camundongo contêm os mesmos conjuntos de genes 
(na mesma ordem) que as regiões “homólogas” dos cromossomos humanos 
correspondentes. O genoma do camundongo foi sequenciado e montado. 
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FIGURA A-24 Visão geral da em- 
briogênese murina. 


Como discutido no Capítulo 21, o camundongo tem aproximadamente o 
mesmo conjunto de genes presente no genoma humano: cada um contém 
aproximadamente 25.000 genes, e há uma correspondência de um para um 
para mais de 85% destes genes. A maioria das diferenças, se não todas, entre 
os genomas murino e humano vem da duplicação seletiva de certas famí- 
lias gênicas em uma linhagem ou na outra. Análises genômicas comparativas 
confirmam o que já se sabe há algum tempo: o camundongo é um excelente 
modelo para o desenvolvimento e as doenças de seres humanos. 


O desenvolvimento embrionário do 
camundongo depende de células-tronco 


Os ovócitos de camundongos são pequenos e difíceis de manipular. Como 
os ovócitos humanos, eles têm apenas 100 mícrons de diâmetro. Seu peque- 
no tamanho exclui a possibilidade de experimentos com enxertos, como os 
realizados no zebrafish e em sapos, mas foram desenvolvidos métodos de mi- 
croinjeção para a introdução de DNA recombinante em linhagens celulares 
de camundongos, a fim de criar linhagens transgênicas, como discutido a 
seguir. Além disso, é possível obter uma grande quantidade de embriões de 
camundongo, mesmo nos estágios mais iniciais, para experimentos de hibri- 
dização in situ e para a visualização de padrões específicos de expressão gêni- 
ca. Esses métodos de visualização podem ser aplicados a embriões normais e 
a embriões mutantes que contêm interrupções em loci genéticos definidos. 

A Figura A-24 apresenta uma visão geral da embriogênese de camundon- 
gos. As primeiras divisões do embrião inicial de camundongo são muito len- 
tas e ocorrem com frequência média de apenas uma a cada 12 a 24 horas. 
A primeira diversificação óbvia de tipos celulares é observada no estágio de 16 
células, chamado de mórula (Fig. A-24, painel 6). As células localizadas nas 
regiões mais externas formam tecidos que não contribuem para o embrião, e 
desenvolvem-se formando a placenta. As células localizadas nas regiões mais 
internas geram a massa celular interna (ICM). No estágio de 64 células, exis- 
tem apenas 13 células ICM, que formam todos os tecidos do camundongo 
adulto. A ICM é a principal fonte de células-tronco embrionárias, as quais 
podem ser cultivadas e induzidas a originar qualquer tipo celular adulto, pela 
adição de fatores de crescimento apropriados. Células-tronco humanas torna- 
ram-se objeto de considerável controvérsia social, mas oferecem a promessa 
de fornecer uma fonte renovável de tecidos que podem ser usados para subs- 
tituir células defeituosas em uma variedade de doenças degenerativas como 
diabetes e doença de Alzheimer. 

No estágio de 64 células (cerca de 3 a 4 dias após a fertilização), o embrião 
de camundongo, agora chamado de blastocisto, está finalmente pronto 
para a implantação. As interações entre o blastocisto e a parede uterina levam 
à formação da placenta, uma característica de todos os mamíferos, com exce- 
ção do primitivo ornitorrinco, que é ovíparo. Após a formação da placenta, 
o embrião entra na gastrulação, na qual a ICM forma todas as três camadas 
germinativas: endoderme, mesoderme e ectoderme. Logo a seguir, pode-se 
observar um feto, o qual contém um cérebro, uma medula espinal e órgãos 
internos, como o coração e o fígado. 

O primeiro estágio da gastrulação murina é a subdivisão da ICM em duas 
camadas celulares: um hipoblasto interno e um epiblasto externo, que forma- 
rão a endoderme e a ectoderme, respectivamente. Uma fenda denominada 
fenda primitiva forma-se ao longo do comprimento da camada epiblástica, 
e as células que migram para dentro dessa fenda formam a mesoderme inter- 
na. À extremidade anterior da fenda primitiva é chamada de nó e é a fonte de 
várias moléculas de sinalização que são utilizadas para modelar o eixo antero- 
posterior do embrião, incluindo dois inibidores secretados da sinalização por 
TGE-B, Cordina e Nogina. Os embriões de camundongos duplos-mutantes 
que não possuem esses genes originam fetos que não apresentam estruturas 
da cabeça, como o prosencéfalo e o nariz. 
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É fácil introduzir DNA exógeno em embriões de camundongo 


Foram desenvolvidos métodos de microinjeção para a expressão eficiente de 
DNA recombinante em linhagens transgênicas de camundongo. O DNA é 
injetado no pronúcleo de ovos, e os embriões são colocados no oviduto de 
uma fêmea de camundongo, onde eles têm a possibilidade de ser implantados 
e desenvolver-se. O DNA injetado integra-se em posições aleatórias no geno- 
ma (Fig. A-25). A eficiência da integração é bastante elevada e normalmente 
ocorre durante os estágios iniciais do desenvolvimento, frequentemente em 
embriões de uma única célula. Como resultado, a fusão gênica insere-se na 
maioria ou em todas as células do embrião, incluindo as células ICM que for- 
mam os tecidos somáticos e a linhagem germinativa do camundongo adulto. 
Aproximadamente 50% dos camundongos transgênicos que são produzidos 
por meio da utilização desse método simples de microinjeção exibem trans- 
formação da linhagem germinativa; ou seja, seus descendentes tam- 
bém contêm o DNA recombinante exógeno. 

Considere como exemplo uma fusão gênica contendo o reforçador do 
gene Hoxb2 ligado ao gene-repórter lacZ. Os embriões e fetos podem ser obti- 
dos a partir de linhagens transgênicas contendo esse repórter e corados para 
revelar o padrão de expressão de lacZ. Neste caso, a coloração é observada 
na parte posterior do cérebro (Fig. A-26). Camundongos transgênicos foram 
usados para caracterizar várias sequências reguladoras, incluindo as que re- 
gulam os genes de B-globina e os genes HoxD. Ambos os loci são complexos e 
apresentam elementos reguladores de longa distância (LCR e GCR, respectiva- 
mente) que coordenam à expressão de diferentes genes a distâncias de várias 
centenas de quilobases (ver Cap. 19). 


A recombinação homóloga permite a 
remoção seletiva de genes individuais 


O método individual mais eficiente da transgênese de camundongos é a ca- 
pacidade para anular, ou “nocautear”, loci gênicos únicos. Isso permite a cria- 
ção de modelos experimentais de camundongos para doenças humanas. Por 
exemplo, o gene p53 codifica uma proteína reguladora que ativa a expressão 
de genes necessários ao reparo de DNA. O p53 está envolvido em vários cân- 
ceres humanos. Quando a função de p53 é perdida, as células cancerosas tor- 
nam-se altamente invasivas devido ao rápido acúmulo de mutações no DNA. 
Foi estabelecida uma linhagem de camundongos completamente normal, 
com exceção da ausência do gene p53. Esses camundongos, que são altamen- 
te suscetíveis ao câncer, morrem jovens. Espera-se que esses camundongos 
possam ser utilizados para a avaliação de novos fármacos potenciais e agen- 
tes anticancerígenos para a utilização em seres humanos. Embora Drosophila 
apresente um gene p53 e mutantes tenham sido isolados, ela não fornece a 
mesma oportunidade para a descoberta de fármacos, como ocorre com o mo- 
delo de camundongos. 

Experimentos de disrupção gênica são realizados em células-tronco em- 
brionárias (ES) (Fig. A-27). Essas células são obtidas pelo cultivo de blastocis- 
tos de camundongos, de maneira que as células ICM proliferam sem sofrer di- 
ferenciação. Um DNA recombinante é gerado, contendo uma forma mutante 
do gene de interesse (células ES também podem ser geradas a partir de células 


FIGURA A-26 Padrões de expressão in situ de embriões obtidos a partir de ca- 
mundongos transgênicos. Uma linhagem de camundongos transgênicos contendo um seg- 
mento da região reguladora de Hoxb2 ligada ao gene-repórter lacZ foi criada. Os embriões 
foram obtidos de fêmeas transgênicas e corados para revelar os sítios de atividade de B-ga- 
lactosidase (LacZ). Existem duas bandas proeminentes de coloração detectadas na região do 
cérebro posterior de embriões com 10,5 dias, O embrião é apresentado com a cabeça para 
cima e a cauda para baixo, (Nonchev etal. 1996. Proc. Nati. Acad. Sci. 93: 9339-9345, Fig. 1c.) 
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FIGURA A-25 Criação de camun- 
dongos transgênicos pela microinje- 
ção de DNA no pronúcieo do óvulo. 
Os embriões de uma célula são obtidos a 
partir de um camundongo fêmea recém- 
-acasalado. O DNA recombinante é in- 
jetado no núcleo e, a seguir, o embrião 
é implantado no oviduto de uma mãe 
substituta. Após vários dias, o embrião 
implanta-se e forma um feto que contém 
cópias do DNA recombinante integradas 
ao genoma. 
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FIGURA A-27 Nocaute gênico via 
recombinação homóloga. À figura re- 
sume o método utilizado para criar uma 
linhagem celular que não apresente um 
determinado gene. A recombinação ho- 
móloga que ocorre no gene-alvo (mostra- 
do em verde) resulta na incorporação de 
NEO e na interrupção desse gene. A re- 
combinação não homóloga, ou aleatória, 
pode resultar na incorporação do gene 
interrompido pelo gene NEO, junto com o 
gene que codifica a timidina quinase (TX) 
Clones portadores de ambos os constru- 
tos sobrevivem à exposição à neomicina, 
mas clones também portando TK são pos- 
teriormente selecionados negativamente 
pelo crescimento em ganciclovir (GANO). 
Clones contendo a inserção NEO via re- 
combinação homóloga são os únicos 
sobreviventes. Uma vez produzidas, essas 
células podem ser clonadas para gerar um 
camundongo completo que não possui 
esse mesmo gene (ver Fig. A-25). 


somáticas por um procedimento recém-desenvolvido, envolvendo repro- 
gramação com um pequeno número de fatores de transcrição [ver Cap. 21, 
Quadro 21-1)). Por exemplo, a região codificadora de uma proteína de um 
determinado gene-alvo é modificada por meio da remoção de uma pequena 
região próxima ao início do gene, que remove códons de aminoácidos es- 
senciais da proteína codificada e provoca uma alteração de fase de leitura na 
sequência codificadora subsequente. A forma modificada do gene-alvo é liga- 
da a um gene de resistência a fármacos, como NEO, que confere resistência à 
neomicina. Apenas as células ES que possuem o transgene conseguem crescer 
em meio que contém o antibiótico. O gene NEO é colocado a jusante do 
gene-alvo modificado, mas a montante da região flanqueadora de homologia 
ao cromossomo, de maneira que uma recombinação dupla com o cromosso- 
mo irá resultar na substituição do gene-alvo pelo gene mutante com o gene 
de resistência ao fármaco. (Alternativamente, o gene NEO pode ser inserido 
no gene-alvo.) 

Entretanto, existe alta incidência de recombinação não homóloga, na 
qual a recombinação ocorre de maneira aleatória em sítios diferentes dos sí- 
tios do gene endógeno. Para favorecer os eventos de recombinação homóloga, 
o vetor recombinante também deve conter um marcador - o gene da enzima 
timidina quinase (TK) - que pode ser submetido a uma seleção negativa pela 
utilização do fármaco ganciclovir, que é convertido em um composto tóxico 
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pela quinase. O gene da timidina quinase é inserido no vetor, em uma região 
externa à região de homologia com o cromossomo. Assim, os transformantes 
nos quais o gene mutante foi incorporado no cromossomo por recombinação 
homóloga não apresentarão o gene de timidina quinase, enquanto os trans- 
formantes nos quais a incorporação no cromossomo ocorreu por recombina- 
ção não homóloga aleatória, em geral, apresentarão o vetor inteiro, incluindo 
o gene de timidina quinase, e, portanto, sofrerão o efeito da seleção negativa. 

Como resultado desse procedimento, são obtidas células ES recombinan- 
tes, nas quais uma cópia do gene-alvo corresponde ao alelo mutante. Essas cé- 
lulas ES recombinantes são reunidas e injetadas dentro da ICM de blastocistos 
normais. Os embriões híbridos são inseridos no oviduto de um camundongo 
hospedeiro, onde o desenvolvimento prossegue até o fim. Alguns dos adul- 
tos formados a partir dos embriões híbridos têm uma linhagem germinativa 
transformada e, portanto, produzem gametas haploides contendo a forma 
mutante do gene-alvo. As células ES utilizadas na transformação original e 
nos experimentos de recombinação homóloga originam tanto tecidos somá- 
ticos como a linhagem germinativa. Uma vez obtidos, esses camundongos 
contendo células germinativas transformadas são acasalados entre irmãos 
para produzir mutantes homozigotos. Algumas vezes, esses mutantes devem 
ser analisados como embriões, devido à letalidade. Com outros genes, os em- 
briões mutantes desenvolvem-se em camundongos adultos, os quais podem 
ser examinados por meio de várias técnicas. 


Camundongos exibem herança epigenética 


Estudos em embriões de camundongos manipulados levaram à descoberta de 
um mecanismo muito curioso de herança não mendeliana, ou epigenética. 
Esse fenômeno é conhecido como memorização (ou imprinting parental) 
(Fig. A-28). A ideia básica é que apenas um dos dois alelos para determinados 
genes está ativo. Isso ocorre porque a outra cópia é seletivamente inativada, 
ou no desenvolvimento da célula do espermatozoide ou no desenvolvimento 
do óvulo. Considere o caso do gene Igf2, que codifica um fator de crescimento 
semelhante à insulina, expresso no intestino e no fígado de fetos em desen- 
volvimento. Apenas o alelo Igf2 herdado do pai é ativamente expresso no em- 
brião. A outra cópia, embora perfeitamente normal em sequência, é inativa. 
As atividades diferenciais das cópias materna e paterna do gene Igf2 surgem a 
partir da metilação de um DNA silenciador associado, que reprime a expres- 
são de Igf2. Durante a espermiogênese, o DNA é metilado e, como resultado, 
o gene Igf2 pode ser ativado no feto em desenvolvimento. A metilação inativa 
o silenciador. Em contrapartida, o DNA silenciador não é metilado durante 
o desenvolvimento do ovócito. Portanto, o alelo Igf2 herdado da fêmea está 
silenciado. Em outras palavras, a cópia paterna do gene sofreu “imprinting” e 
está marcada — neste caso, metilada — para a expressão futura no embrião. Esse 
exemplo específico é discutido em detalhes no Capítulo 19. 

Existem aproximadamente 30 genes marcados pelo imprinting parental 
em camundongos e seres humanos. Muitos desses genes, incluindo o exem- 
plo anterior de Igf2, controlam o crescimento do feto em desenvolvimento. 
Sugeriu-se que o imprinting tenha evoluído de modo a proteger a mãe de seu 
próprio feto. A proteína Igf2 promove o crescimento do feto. A mãe tenta 
limitar esse crescimento pela inativação da cópia materna do gene. 

Consideramos como cada organismo deve manter e duplicar o seu DNA 
para sobreviver, adaptar-se e multiplicar-se. As estratégias gerais para atingir 
esses objetivos biológicos básicos são similares na grande maioria dos orga- 
nismos e, portanto, podem ser examinadas com sucesso em organismos mais 
simples. No entanto, está claro que os processos mais complexos, encontra- 
dos em organismos superiores, como a diferenciação e o desenvolvimento, 
exigem sistemas mais elaborados de regulação da expressão gênica, os quais 
podem ser estudados apenas em organismos mais complexos. Uma ampla 
classe de técnicas experimentais eficientes pode ser utilizada com sucesso 


829 


830 Parte6 Apêndices 


FIGURA A-28 Imprinting no ca- 
mundongo. Silenciamento permanente 
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na manipulação de camundongos, explorando vários problemas biológicos 
complexos. Como resultado, o camundongo tem servido como um excelente 
modelo para o estudo de processos genéticos, bioquímicos e de desenvolvi- 
mento, que, provavelmente, ocorrem nos mamíferos mais evoluídos, As pu- 
blicações recentes e a anotação do genoma do camundongo têm ressaltado a 
importância do camundongo como modelo para pesquisas adicionais e para 
a compreensão de problemas relacionados a doenças e ao desenvolvimento 
em seres humanos. 


BIBLIOGRAFIA 


Burké D., Dawson D, and Stearns T. 2000. Methods in yeast genetics. Cold 
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York. 

Hartwell LH, Hood. GoldbergM L, ReynoldsA.E, Silver L.S., andVeres. 
R.C. 2004. Genetics: From genes to genomes, 2nd ed. McGraw-Hill, 
New York. 


Miller J.H. 1972. Experiments in molecular genetics. Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York. 

Nagy A, Gertsenstéin M., Vintersten'K., and Behringer R. 2003. 
Manipulating the mouse embryo, 3rd ed. Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York. 

Sambrook J. and Russell D.W. 2001. Molecular cloning: À laboratory 
manual, 3rd ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold 
Spring Harbor, New York. 


Snustad D:P. and Simmons MJ. 2002. Principles of genetics, 3rd ed. 
John Wiley and Sons, New York 

Stent G.S. and Calendar R. 1978. Molecular genetics: An introductory 
narrative. W.H. Freeman and Co», San Francisco. 

Sullivan W., Ashbumer M., and Hawley R$. 2000. Drosophila 
protocols. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring 
Harbor, New York. 

Wolpert L, Beddington R,, Lawrence P, Meyerowitz E, Smith J, 
and Jessell T-M. 2002. Principles of development, 2nd ed, Oxford 
University Press, Oxford. 


APÊNDICE 2 


Respostas 


CAPÍTULO 1 


Questão 2. Falso, Um gene pode ter mais de dois alelos. 
Pode-se determinar as relações entre todos os alelos (p. ex., por 
cruzamentos genéticos e mapeamento ou sequenciamento). 


Questão 4. Falso. Alguns alelos apresentam dominância in- 
completa, como os alelos da flor boca-de-leão. A geração F, 
mostra um fenótipo intermediário quando flores puras verme- 
Ihas e brancas são cruzadas. Um gene pode ter mais de um 
alelo, e a relação entre eles deve ser determinada. 


Questão 6. 

A. Todas as ervilhas com sementes amarelas. Todas as plan- 
tas devem ser heterozigotas (Yy) para o gene de cor de se- 
mente, Se sementes amarelas forem dominantes, apenas o 
fenótipo de semente amarela será observado, 


B. 3 com sementes amarelas: 1 com semente verde. 
C. 1 YY: 2 Yy: 1 yy- 
D. 2heterozigotos (Yy): 2 homozigotos (YY e yy) ou, simplifi- 
cando, 1:1, 
Questão 8. 
Tum: 19um. 
w x z 


20um. 


Questão 10. Com estas informações, pode-se dizer que L e 
M estão ligados e separados por 5 u.m. em um cromossomo. 
Uma frequência de recombinação de 50% indica que os genes 
não estão ligados — estão distantes um do outro no mesmo cro- 


CAPÍTULO 2 


mossomo, ou estão em cromossomos diferentes, Assim, o gene 
N está > 50 u.m. de distância de L e M ou em um cromossomo 
diferente, 


Questão 12. Uma mutação é uma alteração na sequência 
de DNA que é hereditária, Uma baixa taxa de mutação permi- 
te a adaptação dos organismos a alterações em seu ambiente 
ao longo do tempo. Mutações que aumentam a capacidade de 
sobrevivência do organismo em um novo ambiente seriam 
transmitidas para a nova geração. 


Questão 14. O valor 15 deve ser o mais baixo para a des- 
cendência recombinante observada, uma vez que um crossing 
over duplo é o evento menos provável. A partir das informa- 
ções fornecidas, sabemos que pk está entre y e tri, portanto, 
15 representa a recombinação total observada entre y e pk, e 
etri. 

calda percentual de recombinação (ou u.m.), 
divide-se o número de recombinantes específicos observados 
em um crossing over entre dois genes de interesse pelo núme- 
to total de descendentes Para os recombinantes observados, 
adiciona-se o valor de crossing overs duplos porque o crossing 
aver simples ocorreu nestes descendentes. 

Distância entre y e pk = ((X + 15) / 1,000) * 100 = 23,0% 
ou 23,0 um. 

X = 215 = valor esperado para o número total de descen- 
dentes recombinantes representando um crossing over entre y 
e pk. 

Distância entre pk e tri = ((X + 15) / 1.000) * 100 = 18,4% 
ou 18,4 um. 

X = 169 = valor esperado para o número total de des- 
cendentes recombinantes representando um crossing over en- 
tre pke tri. 


Questão 2. O esqueleto de DNA consiste em grupos de açú- 
car-fosfato. Portanto, o esqueleto é marcado com “P. Certos 
aminoácidos contêm enxofre (cisteína e metionina). Portanto, 
a proteína é marcada com “S. A marcação reversa não é possi- 
vel. Não há enxofre no DNA e nem fósforo nos aminoácidos. 


Questão 4. As bases são citosina, timina, adenina e gua- 
nina no DNA. As bases nitrogenadas possuem uma estrutura 
de anel pirimidínico (citosina e timina) ou purínico (adenina 
e guanina). Os nucleosídeos incluem uma base nitrogenada 
ligada a um açúcar (ribose no RNA, desoxirribose no DNA). 
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Os nucleotídeos incluem uma base nitrogenada ligada a uma 
ribose ou a uma desoxirribose, que é ligada a um, dois ou três 
grupos fosfato (mono, di- ou trifosfato). 


Questão 6. 

A. Seguindo uma rodada de replicação pelo modelo disper- 
sivo, todo DNA deveria conter metade de “N e metade 
de “N. Assim, a banda resultante após a ultracentrifuga- 
ção em um gradiente de cloreto de césio corresponderia a 
uma banda intermediária. 

B. Seguindo uma rodada de replicação pelo modelo conser- 
vativo, metade das moléculas de DNA de dupla-fita teria 
"N e a outra metade teria “N. Assim, as bandas resultan- 
tes após a ultracentrifugação em um gradiente de cloreto 
de césio corresponderiam a uma banda pesada e uma ban- 
da leve. 

C. O modelo conservativo de replicação pode ser eliminado 
em uma rodada de replicação bacteriana, mas são neces- 
sárias duas rodadas de replicação para distinguir entre os 
modelos dispersivo e semiconservativo. Uma rodada de 
replicação sob o modelo conservativo resultaria em dois 
produtos de dupla-fita, um inteiramente marcado com 

`N e outro, com “N, apresentados como duas bandas 

diferentes (HH e LL) após a centrifugação, o que não é 
observado. Contudo, uma rodada de replicação, pelo mo- 
delo dispersivo ou pelo semiconservativo, produziria uma 
única banda no gradiente (HL). Uma segunda rodada de 
replicação, de acordo com o modelo semiconservativo, 
produziria duas bandas (LL e HL), que são, de fato, obser- 
vadas; enquanto, pelo modelo distributivo, teríamos ape- 
nas bandas intermediárias, com cada fita contendo uma 
mistura de sequências leves (maioria) e algumas pesadas. 
Assim, o modelo semiconservativo é confirmado na se- 
gunda rodada de replicação. 


Questão 8. O RNA (mas não o DNA) está localizado no cito- 
plasma, onde ocorre a síntese proteica. À estrutura química do 
RNA é semelhante à do DNA (ribose em vez de desoxirribose, 
uracila em vez de timina). O RNA é sintetizado a partir de um 
molde de DNA. 


CAPÍTULO 3 


Questão 10. O termo polirribossomo descreve um grupo de 
ribossomos traduzindo o mesmo mRNA ao mesmo tempo. Por 
meio dos polirribossomos, a tradução de uma proteína espe- 
cífica é aumentada e o tempo para alcançar um certo nível da 
proteína é reduzido. Isso permite que um mRNA atue como 
molde para múltiplas cópias da proteína, que podem ser feitas 
ao mesmo tempo. Isso é útil porque o mRNA pode não estar 
presente em altos níveis ou pode ter curto tempo de meia-vida 
(vida curta). 


Questão 12. 


cuplcação (DNA transcrição | pya -todUção | jropoina 


A DNA-polimerase é responsável pela duplicação do DNA ou 
pela síntese do DNA no núcleo. A RNA-polimerase transcreve 
o DNA em mRNA no núcleo. O ribossomo é responsável pela 
tradução do RNA em proteína no citoplasma. O mRNA é o 
produto da transcrição e o molde para a síntese de proteina 
(tradução). O tRNA atua como os adaptadores durante a tradu- 
ção ao ler o molde e trazer o aminoácido apropriado. O rRNA 
atua como componente estrutural do ribossomo bem como 
componente catalítico para a formação da ligação peptídica 
na tradução. 


Questão 14. 

A. A síntese proteica é inibida pela adição de DNase em cerca 
de metade do nível na ausência de DNase. A adição de 
mais DNase não aumenta o efeito. 

B. Embora o DNA não seja o molde direto para a síntese 
proteica, os dois processos estão conectados por meio 
do mRNA no Dogma Central. Na presença de DNase, o 
DNA é destruído. Sem DNA, a RNA-polimerase não possui 
molde para gerar novos mRNAs. Os mRNAs servem como 
molde para a síntese proteica. O mRNA pode ter vida cur- 
ta, portanto, o nível global de mRNA diminui indireta- 
mente como resultado da adição de DNase. Algum mRNA 
precisa estar presente para que se veja o nível observado 
de sintese proteica na presença de DNase. 


Questão 2. Falso, As enzimas reduzem a energia de ativação 
de uma reação. (O AG permanece o mesmo.) 


Questão 4. Falso. A 25°C, uma alteração de 10 vezes na Ky 
corresponde a uma alteração de cerca de 1,4 vez no AG. 


Questão 6. 
A. Ligações de hidrogênio entre as bases do DNA. 
B. Ligação covalente (ligação peptídica). 


Questão 8. Moléculas polares possuem um momento de di- 
polo, enquanto moléculas apolares não possuem um momen- 
to de dipolo. Forças de van der Waals podem incluir moléculas 
polares e apolares. 


Questão 10. 
Key = ([A] x [B]) / [AB] = (JA] x 2 msi) / (0,5 mw) = 
8,0 x 10° mu, [A] = 2,0 X 10° mm. 


Questão 12. Sim. ATP + H,O e» ADP + P, AG = —7 kcal/ 
mol (Tab. 3-5). 
Acoplar a reação à hidrólise de ATP gera um valor total 


Glutamato + NH, + ATP e» glutamina + 
ADP + P, AG = —3,6 kcal/mol. 


Questão 14. 
A. A cadeia lateral do triptofano não inclui doadores ou 
aceptores de ligações de hidrogênio. 
B. A cadeia lateral do glutamato incluí um ácido carboxílico 
capaz de participar nas ligações de hidrogênio. 
C. Embora os números sejam pequenos, há tendência de for- 
mação de ligações de hidrogênio entre arginina e guanina 
nos complexos proteína-DNA. 


CAPÍTULO 4 
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Questão 2. 
A. 10 pares de bases por volta de hélice X 4 voltas de hélice 
= aproximadamente 40 pares de bases em 4 voltas de hé- 
lice. 
Em solução: 10,5 pares de bases por volta de hélice x 
4 voltas de hélice = aproximadamente 42 pares de bases 
em 4 voltas de hélice. 
Tamanho = 3,4 nm por volta de hélice x 4 voltas de 
hélice = 13,6 nm. 
B. 11 pares de bases/volta de hélice x 4 valtas de hélice = 
aproximadamente 44 pares de bases em 4 voltas de hélice. 


Questão 4. 
fenda maior G:C versus C:G 

O padrão de grupo químico para a fenda maior de um par 
de bases G:C é AADH, enquanto o padrão para a fenda maior 
de um par C:G é HDAA, O padrão da fenda menor é o mesmo 
(ADA) para ambos os pares de bases. 

A, aceptor de ligação de hidrogênio; D, doador de ligação 
de hidrogênio; H, hidrogênios apolares; M, grupos metil. 


ambos A:T versus G:C 

O padrão de grupo químico para a fenda malor de um par 
de bases A:T é ADAM, enquanto o padrão para a fenda maior 
de um par de bases G:C é AADH. O padrão da fenda menor 


CAPÍTULO 5 


de um par de bases A:T é AHA, enquanto o padrão da fenda 
menor de um par de bases G:C é ADA. 


fenda maior A:T versus TA 

O padrão de grupo químico para a fenda maior de um par 
de bases A:T é ADAM, enquanto o padrão para a fenda maior 
de um par T-A é MADA. O padrão da fenda menor é o mesmo 
(AHA) para ambos os pares de bases. 


Questão 6. 

Ai. Ligação fosfodiéster. (O tratamento leve com DNase I irá 
quebrar o DNA pela clivagem do esqueleto de açúcar-fos- 
fato do DNA.) 

Aii. O DNA é originalmente supertorcido. Após o tratamento 
com DNase I, o DNA não está mais na forma de cccDNA e 
se toma relaxado. 


B. O tratamento com DNA-ligase religa a quebra, permitin- 
do a formação de um cccDNA novamente. O valor de Lk” 
não é um número inteiro (10.000/10,5), Lk, que é sempre 
um número inteiro, não se iguala a Lk’, Portanto, deve 
haver alguma leve supertorção. 


Questão. NAZXE 
As linhas do padrão de difração são perpendiculares às linhas 
da letra, 


Questão 2. O método mais direto para determinar se o ma- 
terial genético é DNA ou RNA é procurar pela presença de ura- 
cila na sequência. Se ela estiver presente, o vírus possui RNA 
como seu material genético. Se não, o material genético é o 
DNA, Para determinar se o material genético é de fita simples 
ou dupla-fita, examine as porcentagens de cada base. Se a por- 
centagem de G for igual à porcentagem de C, e a porcentagem 
de A, igual à de T, então a molécula é DNA de dupla-fita. No 
RNA de dupla-fita, a porcentagem de G = C e a de A = U. Seas 
porcentagens não apresentarem nenhum destes padrões, en- 
tão o material genético provavelmente é de fita simples. 


Questão 4. A uracila difere da timina pela ausência de um 
grupo metil no quinto carbono. Uracila e timina pareiam com 
a adenina. No DNA, a desaminação espontânea da citosina co- 
mumente resulta na geração de uracila. Se a replicação ocorrer 
e a uracila permanecer, isso gerará uma mutação no DNA (C:G 
para TA). Se a uracila fosse naturalmente encontrada no DNA, 
ela não seria reconhecida por proteinas de reparo do DNA 
como incorreta, e mutações iriam ocorrer. 


Questão 6. Estrutura secundária: haste, grampos (haste e 
alça) e alça interna. Pares de bases não canônicos: G:U e UU. 


Questão 8. Um RNA classificado como ribozima verdadeira 
possui um sítio de ligação para um substrato específico, um 
sítio de ligação para um cofator, um sítio ativo para catálise e a 
promoção de mais de uma reação por sítio ativo, semelhante a 
uma proteína classificada como enzima. 


Questão 10. A molécula cabeça de martelo deve ser dividida 
em duas partes separadas. Uma parte é capaz de completar a 


catálise, enquanto a outra secção do RNA é o substrato. Como 
o substrato não está ligado à porção catalítica da molécula, 
o substrato pode ser liberado para permitir a ligação de uma 
nova molécula. A cabeça de martelo é agora uma ribozima ver- 
dadeira, capaz de completar vários ciclos da reação. 


Questão 12. 

A. Adenosina. 

B. Este análogo de nuclcotídeo não está sujeito à hidrólise 
em uma fita de RNA como os outros nucleosídeos. Um 
grupo metil é adicionado à 2'-OH da ribose presente na 
adenosina. Quando o grupo metil está presente, o oxigê- 
nio não pode mais ser desprotonado em um pH alto e 
atacar o fosfato na posição 3' da ribose na fita de RNA, 


Questão 14. 

A. ORNA ĉo catalisador ou ribozima. A porção proteica ou a 
porção de RNA, sozinhas, não clivam o substrato (reações 
2 e 3), mas a reação prossegue na presença de proteina e 
RNA. Como o substrato é clivado (reação 6) na presença 
da porção de RNA e de espermidina (um peptídeo não es- 
pecífico), o RNA deve conseguir atuar como catalisador. 
A porção proteica e a espermidina não conseguem com- 
pletar a catálise sem a porção de RNA (reação 5). A porção 
proteica e a espermidina ajudam o RNA a completar a ca- 
tálise, 


B. A espermidina, com carga positiva, ajuda a proteger a re- 
pulsão entre o RNA catalisador e o substrato de RNA, am- 
bos negativamente carregados, durante a reação. 


834 Parte6 Apêndices 


CAPÍTULO 6 


Questão 2. Ligações iônicas formam-se entre grupos com 
cargas opostas. Uma ligação iônica pode formar-se entre a 
cadeia lateral de um aminoácido acídico (ácido aspártico ou 
ácido glutâmico) e um aminoácido básico (lisina, arginina ou 
histidina). 


Questão 4. Na formação da ligação peptídica, o grupo car- 
boxila de um aminoácido liga-se covalentemente ao grupo 
amino de outro aminoácido por meio da eliminação de água. 
Como duas moléculas formam uma ligação com a perda de 
água, a reação é chamada de reação de condensação ou de de- 
sidratação (específica para a perda de água). 


Questão 6. Estrutura quaternária. A mioglobina monoméri- 
ca não possui estrutura quaternária; a hemoglobina tetraméri- 
ca possui estrutura quaternária, que é crucial para sua função 
fisiológica. Ambas são proteínas globulares, e suas subunida- 
des enoveladas são amplamente a-helicoidais; suas estruturas 
secundária e terciária são semelhantes. À estrutura primária 
determina as estruturas secundária e terciária; as estruturas 
primárias da mioglobina e da hemoglobina são, portanto, 
provavelmente semelhantes. (Observe que mesmo as cadeias 
polipeptídicas com estruturas primárias bastante diferentes 
podem ter estruturas secundária e terciária semelhantes [p. ex., 
as hemoglobinas vegetal e humana]; mas os domínios protei- 
cos com sequências relacionadas sempre possuem as mesmas 
estruturas enoveladas, desde que a semelhança de sequência se 
estenda por todo o domínio.) 


Questão 8. 

A. Rompida, ligação não covalente. 

B. Rompida, ligação não covalente. 

C. Íntegra, ligação covalente. 

D. Íntegra, ligação covalente. Uma fita 8 é uma unidade sim- 
ples de uma estrutura secundária; um sanduíche 8 é um 
exemplo de estrutura terciária proteica (um determinado 
tipo de domínio enovelado). 


E. Rompida, ligação não covalente. 


CAPÍTULO 7 


Questão 2. 

A. Para uma enzima de restrição que reconhece uma sequên- 
cia de 6 pb, a frequência para encontrar esta sequência em 
um dado genoma é de 1 em 4º ou 1 em 4.096 pb. 

B. Sim. Embora as sequências de reconhecimento sejam di- 
ferentes para Xhol e Sall, as extremidades coesivas podem 
parear umas com as outras porque as regiões de fita sim- 
ples são complementares umas às outras. 


Questão 4. Ao realizar um Southern blot, você detecta uma 
sequência de DNA específica com uma sonda de DNA. Ao rea- 
lizar um northem blot, você detecta uma sequência de mRNA 
específica com uma sonda de DNA. Ao realizar um Southern 
blot, você digere o DNA genômico com uma enzima de res- 
trição, separa os fragmentos de DNA por eletroforese em gel, 
transfere o DNA para uma membrana positivamente carregada 
e detecta um fragmento de DNA que contém o seu DNA de in- 


Questão 10. As duas histidinas e as duas cisteinas são cru- 
ciais para a coordenação do Zn””, que, por sua vez, é um ele- 
mento estabilizador crítico para o domínio de dedo de zinco, 
muito pequeno. A substituição da alanina por qualquer um 
destes quatro resíduos irá eliminar a ligação de Zn?” e desesta- 
bilizar o domínio, levando à perda de função. 


Questão 12. As enzimas catalisam (i.e, aumentam a taxa 
de) uma reação pela redução da energia necessária para formar 
o estado de transição, reduzindo, assim, a barreira energética 
entre os reagentes e os produtos. As enzimas fazem isso em 
vários casos porque seus sítios ativos são complementares às 
conformações dos estados de transição dos reagentes, em vez 
de às conformações basais — ou seja, há interações não cova- 
lentes favoráveis entre a enzima e as formas de transição de 
seus substratos. 


Questão 14. 

A. Os RRMs (Le, os motivos de sequência característicos de 
um tipo de domínio de ligação ao RNA) são sequências 
de 80 a 90 resíduos de aminoácidos enovelados em um 
domínio que reconhece um RNA específico. (Observe que 
o termo “RRM” é frequentemente mal empregado para 
designar o domínio; ver Quadro 6-2, Glossário de termos, 
pata o uso correto dos termos “motivo” e domínio”) 

B. Os dados mostram que o RRM aminoterminal e as três 
primeiras repetições são suficientes para uma comple- 
mentação completa. O RRM mais uma repetição ou as 
sete repetições mais a região carboxiterminal não são ade- 
quados para conferir um crescimento do tipo selvagem a 
37C. 

€. Os resultados estão de acordo com o ensaio de comple- 
'mentação, mas eles sugerem que, in vitro, três repetições 
não são suficientes para uma atividade total. Além disso, a 
forma com RRM truncado, mas com as sete repetições e a 
região carboxiterminal intactas, não apresentou atividade 
in vitro, mas restaurou o crescimento parcial in vivo. Es- 
tas discrepâncias sugerem alguma redundância de função 
entre os domínios Tif3 ou com outros componentes do 
complexo de início da tradução. 


teresse com a sonda. Você realiza um conjunto de etapas seme- 
lhante para um northern blot, mas não digere a população de 
mRNA. Em um northern blot, você pode detectar a quantidade 
de um determinado tipo de mRNA e pode compará-la a outra 
amostra produzida sob diferentes condições experimentais. 


Questão 6. Uma biblioteca genômica consiste em um con- 
junto completo de fragmentos de DNA, gerados por digestão 
do genoma inteiro com endonucleases de restrição. Uma biblio- 
teca de cDNA, que é formada apenas por sequências expressas 
do DNA genômico, é gerada pela transcrição reversa de todos 
os mRNAs da célula. Nos dois casos, os fragmentos de DNA 
resultantes são ligados em vetores plasmidiais. O genoma hu- 
mano incluí uma grande proporção de DNA não codificador, 
incluindo sequências que codificam introns que são removidos 
do mRNA. As bibliotecas de cDNA são úteis para o estudo e para 
a expressão destas sequências gênicas codificadoras. 


Questão 8. A cromatografia de troca iônica separa proteí- 
nas com base em sua carga. À cromatografia por gel-filtração 
separa proteínas com base em seu tamanho. À cromatografia 
de afinidade separa proteínas com base nas interações com 
uma molécula, proteína ou ácido nucleico específico, que é 
acoplado(a) às microesferas. 


Questão 10. 

A. Apenas uma extremidade (fita) do DNA é marcada de ma- 
neira que a digestão por nuclease do fragmento de DNA 
ligado irá produzir, após a eletroforese em gel, uma escada 
visível de fragmentos se estendendo a partir de uma única 
extremidade marcada. A digestão de uma fita marcada em 
ambas as extremidades iria complicar o padrão e obscure- 
cera “pegada” (footprint). Além disso, se a proteina se ligar 
de maneira assimétrica, o padrão torna-se ainda mais com- 
plicado, 

B. Para determinar se uma região específica está ligada à 
proteina, são utilizados iniciadores específicos para as se- 
quências, para amplificá-las e comparar os resultados com 
os controles necessários. Outra opção é usar um microar- 


CAPÍTULO 8 


Questão 2. O DNA cromossômico está localizado dentro do 
nucleoide em células procarióticas, e dentro do núcleo em cé- 
lulas eucarióticas. O núcleo, ao contrário do nucleoide, está 
separado do restante da célula por uma membrana e normal- 
mente ocupa uma pequena fração do volume celular. 


Questão 4. As sequências intergênicas podem ter surgi- 
do a partir de eventos de transposição. Elas podem codificar 
miRNAs, podem servir como sequências reguladoras para a 
transcrição, ou podem simplesmente ser sequências não fun- 
cionais, como os pseudogenes. 


Questão 6. A coesão mantém as cromátides-irmãs unidas du- 
rante a fase S e os estágios Iniciais da mitose. Durante o fim da 
mitose (anáfase), a coesão é eliminada de maneira que os mi- 
crotúbulos ligados ao cinetocoros que são montados no centró- 
mero separam os pares de cromátides-irmãs nas células-filhas. 


Questão 8. Todas as células que crescem e se dividem (cé- 
lulas somáticas e germinativas) usam a mitose. Apenas células 
que produzem óvulos e espermatozoides (células germinati- 
vas) sofrem meiose. 


Questão 10. Ligações de hidrogênio são formadas principal- 


mente entre as histonas e o esqueleto de fosfodiéster próximo 
à fenda menor e adicionalmente entre as bases da fenda me- 
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ranjo de DNA tipo tiling para identificar várias sequências 
diferentes. 

Questão 12. 

A. O westem blot detectou uma banda para a Proteina Z nas 
canaletas do embrião e do adulto. O northern blot indica 
que há dois transcritos para o Gene Z nos embriões das 
moscas, mas apenas um transcrito na mosca adulta, Uma 
possível hipótese é que o anticorpo usado no western blot 
não reconhece a forma da proteina traduzida pelo trans- 
crito de migração mais rápida porque ele pode não ter a 
região codificadora para o domínio carboxiterminal em 
razão de processamento alternativo do RNA, 

B. Para a hipótese dada, você poderia usar um novo anti- 
corpo contra a Proteina Z no western blot. Este anticorpo 
poderia ser policlonal para toda a proteina ou ser mono- 
clonal contra uma região central ou aminoterminal da 
proteína. Se você observar uma segunda banda no western 
biot na canaleta do embrião ao usar um novo anticorpo, 
os dados suportariam a hipótese proposta na parte A. 


nor. Estas interações não são sequência-específicas, Em todo o 
genoma, o DNA enovela-se em torno de histonas. As proteínas 
que interagem com a fenda menor do DNA têm probabilidade 
muito menor de interagir de maneira sequência-específica. Em 
contrapartida, interações com a fenda maior do DNA geralmen- 
te fazem interações sequência-específicas (Cap. 4). 


Questão 12. O bromodomínio reconhece acetilação. Os 
eromodomínios, os domínios TUDOR e os dedos de PHD reco- 
nhecem metilação. (Os domínios SANT reconhecem caudas de 
histonas não modificadas.) 


Questão 14. 

A. A histona desacetilase liga-se ao DNA ligado ao nucleos- 
somo (canaletas 1, 2, 3 e 4 comparadas à canaleta 5). As- 
sumindo que a histona desacetilase seja um monômero, 
duas desacetilases são capazes de se ligar ao DNA ligado 
ao nucleossomo ao mesmo tempo (duas bandas de migra- 
ção mais alta nas canaletas 2, 3 € 4). A histona desacetilase 
parece reconhecer melhor os nuclcossomos que estão me- 
tilados na lisina 36 da histona H3 do que nuclcossomos 
não metilados (canaletas 1 e 2 vs. 3 e 4). 

B. Com base nestes dados, a histona desacetilase provavel- 
mente possuí um cromodomínio para interagir com a his- 
tona H3 metilada. 


Questão 2. O mecanismo básico de sintese de DNA come- 
ça com a interação entre o nucleotídeo a ser incorporado e o 
molde de DNA, de maneira dependente de ligação de hidro- 
gênio. Após a formação de um par de bases adequado, a ex- 
tremidade 3'-OH do iniciador começa um ataque nucleofílico 
no fosfato-a do nueleotídeo a ser incorporado. Há liberação de 
pirofosfato, que é hidrolisado em duas fosfatases pela pirofos- 
fatase. O nucleotídeo que entra agora está pareado ao molde e 
ligado de maneira covalente à fita de DNA do iniciador. 


Questão 4. 

A. Desoxiguanosina. 

B. Sem o grupo trifosfato, o aciclovir não consegue incor- 
porar-se a uma cadeia crescente de DNA. Quinases fosfo- 
rilam seu substrato. A quinase adiciona os grupos fosfato 
que o aciclovir não possui. 

Questão 6. Algumas DNA-polimerases são usadas somente 

durante processos especiais como o reparo do DNA. Elas ten- 
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dem a ser não muito processivas e não realizam a maior parte 
da síntese de DNA da célula. Portanto, a revisão é menos im- 
portante para estas DNA-polimerases, que irão inserir um pe- 
queno número de nucleotídeos quando comparadas às DNA- 
-polimerases das fitas líder e tardia. 


Questão 8. 

A. Ambas, A replicação irá ocorrer em ambas as direções, 

B. A inferior. A fita inferior serve como molde para a fita-líder 
no lado direito. A extensão da extremidade 3' do iniciador 
de RNA anelado a esta fita pela DNA-polimerase consegue 
replicar de maneira contínua até o fim do molde. 

C. Inferior. A DNA-ligase é necessária para criar ligações fos- 
fodiéster entre os fragmentos de Okazaki da fita tardia du- 
rante a síntese de DNA. À fita inferior serve como molde 
para a fita tardia no lado esquerdo, porque a síntese de 
DNA precisa ser descontínua. 


Questão 10. 

A. Células de E. coli iniciam a replicação apenas uma vez a cada 
divisão celular, mas, quando E. coli se divide rapidamente, o 
início do próximo ciclo de replicação começa antes do fim 
do ciclo de replicação anterior. Nestas condições, o tempo 
para a divisão celular pode ser de apenas 20 minutos, 

B. O genoma circular de E. coli não possui extremidades 
como os cromossomos lineares. Nestas condições, as cé- 
lulas de E. coli não têm o problema de encurtamento dos 
cromossomos após cada ciclo de replicação, na ausência 
de telomerase, porque a maquinaria de replicação pode 
replicar completamente o genoma circular. 


CAPÍTULO 10 


Questão 2. A desaminação da citosina origina uracila. Uma 
glicosilase específica para o reparo por excisão de base reco- 
nhece a uracila como estranha ao DNA. Se a uracila perma- 
necer, uma mutação poderia ocorrer após o próximo ciclo de 
replicação. A desaminação da $-metilcitosina produz timina, 
que não é reconhecida como um erro pela via de reparo do 
DNA. Seguindo a próxima rodada de replicação, a timina pro- 
duzida a partir da desaminação da $-metilcitosina pareia com 
adenina, gerando uma mutação do tipo transição. Portanto, 
célula remove a uracila para prevenir mutações, mas não re- 
move as timinas produzidas por desaminação. 


Questão 4. 
Ordem correta MMR BER NER 
Reconhecimento MutS (MutH DNA glicosilase UvrA. 
determina a fita) 
Excisão Muth (ativada DNA UvrCe Wvo 
porMutljeExo glicosilase, AP (ajuda da 
Vil, Rec) ou Exo! endonuclease bolha induzida 
eexonuciease por Uvr8) 
Síntese de DNA DNA Poli DNAPoli DNA Pol 1 
Ligação DNA-ligase DNAligase  DNA-igase 


Questão 6. Sem uma Dam metilase funcional, a fita paren- 
tal não seria metilada durante a replicação. Sem esta metila- 
ção, MutH não consegue distinguir entre as fitas parental e 


Questão 12. A atividade de exonuclease 3' de cada DNA-po- 
limerase confere à enzima a habilidade de remover nucleoti- 
deos incorretos durante a síntese de DNA. A DNA-polimerase 1 
possui a atividade adicional de exonuclease 5’ para remover 
nucleotídeos à frente da DNA-polimerase. Especificamente, 
esta função ajuda a DNA-polimerase a remover os iniciadores 
de RNA da fita tardia. 


Questão 14. 

A. O fosfato-a é incorporado à fita de DNA recém-sintetizada 
por meio do ataque nucleofílico pela 3'-OH. Os fosfatos B 
ou y tornam-se pirofosfato, que é posteriormente hidroli- 
sado e nunca incorporado na fita crescente de DNA. 

B. A eletroforese em gel separa moléculas por tamanho. Os 
dNTPs marcados com “P são muito menores do que o 
DNA recém-sintetizado e migram muito mais rapidamen- 
te do que qualquer fita longa de DNA. 

C. Um exemplo de controle negativo é realizar o mesmo en- 
saio de síntese de DNA, mas na ausência de DNA-polime- 
Tase. Sem nova síntese de DNA, a junção iniciadorimolde 
não será marcada. Se você filtrar adequadamente a reação 
contendo a junção iniciador:molde e os dNTPs marcados 
com “P em uma membrana carregada positivamente, verá 
que a radioatividade não é mantida no filtro. Você pode 
comparar isso à mesma reação contendo a DINA-polimera- 
se, Se estiver preocupado com qualquer possível efeito da 
ligação dos dNTPs marcados com “P à DNA-polimerase, 
você pode tratar a reação com protease antes de filtrar. 


recém-sintetizada. MutH irá clivar a fita incorreta com alguma 
frequência. O reparo de malpareamento da fita parental leva- 
ria a aumento na mutagênese espontânea (não induzida por 
agente exógeno). 


Questão 8. Uma ligação entre duas guaninas distorce a hé- 
lice de DNA de maneira semelhante a um dimero de timina. 
Isso permite que proteínas NER reconheçam a distorção para 
excisar o trecho de DNA contendo a ligação induzida por cis- 
platina. O reparo por excisão de base remove apenas um nu- 
cleotídeo, Além disso, uma DNA glicosilase específica precisa 
reconhecer a lesão no DNA. Nenhuma glicosilase reconhece 
ligações induzidas por cisplatina, 


Questão 10. O reparo por junção de extremidades não homó- 
logas (NHEJ, nonhomologous end joining) repara quebras de dupla- 
-fita (DSBs, double-strand breaks) com o custo da introdução de 
mutações. As enzimas NHEJ processam as extremidades livres de 
uma DSB. Por meio deste processamento, a sequência de DNA é 
perdida ou adicionada antes que as duas fitas sejam unidas, 


Questão 12. 


Porcentagem de 
Via mutante LesionoDNA sobrevivência —Mutagénese 


NER Aumenta Diminui Aumenta 
Sintese Permanece Diminui Diminui 
translesão igual 


Em relação ao tipo selvagem, a quantidade de lesões no DNA 
aumenta para um mutante NER porque os dímeros de timina 
não estão sendo reparados de maneira eficiente. A tolerância 
aos danos no DNA por meio da síntese translesão não repara 
as lesões, de maneira que os níveis de lesões no DNA perma- 
necem os mesmos, embora a perda de tolerância leve a mais 
morte celular. Isso também ocorre na NER. Com mais lesões 
no DNA nas células mutantes NER, ocorre mais mutagênese. 
Menos mutagênese ocorre se a via de síntese translesão for 
perturbada, porque as polimerases da síntese translesão contri- 
buem normalmente para a mutagênese. 


Questão 14. 


A. O meio deve ser desprovido de histidina para seleção. 
Apenas outra mutação de ponto no exato local da muta- 
ção original no gene HisG pode levar a uma reversão. Esta 
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mutação deve alterar a sequência de volta à sequência sel- 
vagem do gene, que permite que as células cresçam na 
ausência de histidina. 

B. Radicais livres na célula podem danificar o DNA, o que 
pode causar mutações que podem levar a uma reversão. 
Outros processos comuns, como erros de replicação e ata- 
que hidrolítico de bases, também alteram o DNA. 

C. Substância química A. Há mais revertentes indicando 
maior frequência de mutações induzidas pela Substância 
química A (em relação à sobrevivência) do que pelo con- 
trole (sem adição de substância quimica). 

D. Substância química C. Há menos revertentes indicando 
menor frequência de mutações induzidas pela Substância 
química C (em relação à sobrevivência) do que pelo con- 
trole (sem adição de substância quimica). 


Questão 2. Os alelos diferem um do outro por pequenas 
variações de sequência, A maior parte da sequência do gene 
permanece a mesma, assim os alelos são homólogos. 


Questão 4. A terceira etapa mostra a invasão de uma ex- 
tremidade 5'. Isso é um problema porque a DNA-polimerase 
precisa de uma 3'-OH na junção iniciador-molde para fazer 
a extensão. Para corrigir o problema, a terceira etapa deveria 
mostrar a invasão de uma extremidade 3' e o pareamento de 
bases com a fita azul adequada. 


Questão 6. RecBCD possui atividades de DNA-helicase e de 
nuclease. Especificamente, RecB atua como uma DNA-helica- 
se de 3' para 5' e como uma nuclease. RecD atua como uma 
DNA-helicase de 5º para 3º, RecC ajuda a melhorar a eficiência 
de RecB e RecD, RecC reconhece e liga-se ao sítio x, parando 
a atividade da nuclease na cauda 3'. RecBCD exerce um papel 
crítico no processamento do DNA de dupla-fita em uma que- 
bra para gerar DNA de fita simples para invasão. 


Questão 8. O substrato de DNA pode ser analisado pelo uso 
de um ensaio de EMSA (ensaio de alteração de mobilidade ele- 
troforética), da seguinte maneira. A proteína RuvA é incubada 
com o substrato de DNA marcado na extremidade, e os pro- 
dutos são submetidos à corrida em um gel não desnaturante. 
Duas bandas devem ser visíveis no gel: a banda de migração 
mais rápida é o substrato de DNA sozinho, e a banda de migra- 
ção mais lenta corresponde ao DNA ligado à RuvA. Uma das 
fitas de DNA na junção (marcada na extremidade com 5'-?P) 
pode servir como controle negativo no experimento. Aqui, 
como RuvA não irá se ligar à fita simples, apenas a banda de 
migração mais rápida será visível. 


CAPÍTULO 12 


Questão 2. As recombinases armazenam energia da ligação 
fosfodiéster rompida por meio de um intermediário covalente 
de proteina-DNA. Então, a recombinase religa as fitas de DNA 
quebradas, quando uma fita clivada ataca a ligação covalente 
proteina-DNA. 


Questão 4. Ambas as recombinases formam intermediários 
covalentes recombinase-DNA, usam quatro fitas de DNA de 


Questão 10. Spo11 medeia a clivagem do DNA de dupla- 
-fita. Uma tirosina em Spo11 ataca o esqueleto de fosfodiéster 
para clivar o DNA. Spo11 armazena a energia da quebra da 
ligação fosfodiêster pela formação de um intermediário cova- 
lente de alta energia com o DNA clivado. 


Questão 12. Assim como o reparo de DSB por recombi- 
nação homóloga, o SDSA começa com uma DSB no sítio de 
recombinação, ressecção de 5º para 3', e invasão da extremi- 
dade 3º para servir como iniciador para a síntese de DNA. O 
SDSA difere do reparo de DSB por recombinação homóloga 
porque não há resolução via clivagem de uma junção de Holli- 
day. Após a invasão da fita, uma forquilha de replicação com- 
pleta forma-se no SDSA. A extremidade 3' que não participa da 
invasão é removida no SDSA. A fita de DNA recém-sintetizada 
é deslocada, e um segundo evento de síntese de DNA completa 
o processo, resultando em conversão gênica. 


Questão 14. 

A. A canaleta 2 revela que a Proteína X cliva o substrato de 
DNA semelhante a uma junção de Holliday. Como ape- 
nas uma fita do DNA está marcada, apenas uma banda 
é visível na autorradiografia. Como o substrato de DNA 
completo possui 60 nt e o produto clivado, 31 nt, a cliva- 
gem provavelmente ocorre no centro da fita, próximo ao 
ângulo de 90"C da “junção”. A canaleta 3 revela que RecA 
(como esperado) não cliva o substrato de DNA. 

B. A função da proteina X lembra a função de RuvC. Em 
E. coli, RuvC cliva a junção de Holliday da maneira obser- 
vada para a Proteina X. 


dois dúplices, catalisam reações reversíveis e incluem quatro 
subunidades que reconhecem e se ligam a quatro sítios especí- 
ficos no DNA. Nenhuma recombinase requer energia externa 
para catalisar estes processos. 

As serinas recombinases clivam as quatro fitas na primeira 
etapa. As tirosinas recombinases clivam e religam primeira- 
mente apenas duas fitas de DNA e, então, clivam e religam as 
duas fitas restantes. O primeiro evento de clivagem e religação 
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produz uma junção de Holliday que não é formada durante 
o mecanismo da serino recombinase. O mecanismo das seri- 
no recombinases inclui uma rotação de 180°C dos dímeros do 
complexo proteína-DNA. Este tipo de rotação proteína-DNA 
não ocorre no mecanismo para tirosinas recombinases. 


Questão 6. Ant atua tanto na recombinação integrativa 
quanto na excisiva. Ant é uma tirosino recombinase que ca- 
talisa a recombinação por meio de sítios att. A Ant também 
catalisa a excisão com assistência crucial de Xis e IHF. 


Questão 8. Transposons de DNA permanecem como DNA 
ao longo de todo o ciclo, enquanto os retrotransposons in- 
cluem um intermediário de RNA em seu ciclo de propagação. 


Questão 10. A inserção de transposons como o Tn5 no ge- 
noma hospedeiro geralmente não é sequência-específica, Por 
meio do mecanismo de corte e colagem, o Tn5 insere-se prati- 
camente de maneira aleatória no genoma do hospedeiro. De- 
pendendo do local da inserção, este processo pode perturbar 
a sequência codificadora de um gene ou de um elemento de 
DNA a montante importante para a expressão gênica, Um pes- 
quisador pode triar células em busca de um determinado fenó- 
tipo e identificar o gene interrompido porque a sequência do 
transposon é conhecida. Em uma triagem usando mutagênese 
química, é muito mais difícil identificar as pequenas mutações 
de ponto que são geralmente produzidas. 


Questão 12. No mecanismo de corte e colagem, o trans- 
posossomo excisa-se de sua localização genômica original. 
O DNA do transposon ataca e insere-se, por melo de um me- 
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Questão 2. A RNA-polimerase liga-se inicialmente à sequên- 
cia promotora, Uma vez ligada, alterações estruturais ocorrem 
no complexo promotor-RNA-polimerase para iniciar a trans- 
crição. Para prevenir a transcrição ou aumentar a transcrição 
de um determinado gene, é mais direto inibir ou amplificar o 
início por meio do promotor. 


Questão 4. Um ensaio de footprint de DNA é a melhor esco- 
Iha. Este ensaio irá mostrar uma “pegada” (footprint) em torno 
das posições se a RNA-polimerase ligar-se ao promotor. Um en- 
saio de EMSA também irá testar a ligação da proteina ao DNA. 
Você poderia ver um resultado quando a RNA-polimerase se 
liga ao promotor por EMSA, mas não saberá se a ligação estará 
centrada nos sítios -35 ou -10. Também é possível fazer ChIP, 
mas o footprint de DNA é mais relevante quando consideramos 
apenas uma sequência específica de DNA. 


Questão 6. Resultados experimentais suportam o modelo 
de “triturador”. Estes experimentos indicam que a RNA-po- 
limerase permanece ligada ao promotor, enquanto o DNA é 
desenrolado e puxado para a RNA-polimerase durante a trans- 
crição inicial. 


Questão 8. Os nucleotídeos em negrito estão em regiões 
que pareiam umas com as outras para formar o grampo de tér- 
mino. Se um destes nucleotídeos for mutado, o pareamento de 
bases é rompido, evitando a formação do grampo e impedindo 
o término. Para testar este modelo, você poderia mutar um 
destes nucleotídeos, conforme anteriormente descrito, a fim 


canismo de transferência de fita de DNA, em outro local do 
DNA. No mecanismo replicativo, O transposossomo quebra 
uma fita em cada um dos lados do transposon. As fitas quebra- 
das atacam e unem-se ao DNA-alvo em outro local do genoma, 
formando uma estrutura duplamente ramificada. Após a repli- 
cação, o resultado do processamento deste intermediário é um 
cointegrado circular que inclui dois transposons. 


Questão 14. 

A. A digestão da amostra da mãe com Sst] não apresenta uma 
banda correspondente a um fragmento de 5,5 kb, mas in- 
clui uma banda correspondente a um fragmento de 3,2 kb, 
Apenas fragmentos incluindo o éxon 14 diferem, Todos os 
outros fragmentos parecem ter o mesmo tamanho. 

B. A digestão da amostra do paciente com KpnI não apresenta 
uma banda correspondente a um fragmento de 7,3 kb, mas 
inclui bandas correspondentes a fragmentos de 5,3 e 4,3 kb, 
Apenas fragmentos incluindo o éxon 14 diferem. Todos os 
outros fragmentos parecem ter o mesmo tamanho. 

C. Como apenas os fragmentos incluindo o éxon 14 diferem 
entre o paciente e sua mãe, é provável que o transpo- 
son tenha se inserido no éxon 14. Com base na digestão 
da amostra com Sstl, o paciente possuía um fragmento 
2,3 kb maior do que o fragmento de 3,2 kb da mãe. Com 
base na digestão com Kpnl, o paciente possuía dois frag- 
mentos menores em vez do fragmento de 7,3 kb da mãe, 
mas a soma dos fragmentos menores é 9,6 kb. Estas obser- 
vações podem ser explicadas por uma inserção de trans- 
poson (éxon 14), e o próprio DNA do transposon inclui 
um sítio de reconhecimento para Kpnl. 


de interferir com o término. Depois, poderia mutar o nucleoti- 
deo do outro braço da alça-haste de maneira que restabelecesse 
o parcamento de bases com a mutação inicial. O duplo mutan- 
te iria restaurar o término. 


Questão 10. A fosforilação de resíduos de serina na cauda 
CTD da Pol Il é necessária para o escape do promotor e para 
o alongamento eficiente. Além disso, diferentes padrões de 
fosforilação permitem que a cauda recrute fatores necessários 
também para o processamento do RNA. Assim, a regulação da 
fosforilação da cauda garante que estes eventos sejam adequa- 
damente coordenados. 


Questão 12. A poli(A) polimerase não necessita de um mol- 
de de DNA e adiciona até 200 As à extremidade 3º dos mRNAs. 
A RNA-polimerase necessita de um molde de DNA e incorpora 
os quatro tipos de NTPs para RNA. 


Questão 14. 

A. A reação de entrada inclui todo o DNA (cromatina) das cê- 
lulas. Todas as regiões do DNA devem estar presentes em 
níveis iguais na entrada. A amplificação por PCR usando 
um conjunto qualquer de iniciadores funcionou. 

B. Ligação proeminente da reação de PCR usando iniciado- 
res específicos para a amplificação do DNA a 3' da sequên- 
cia que codifica a sequência-sinal da poli(A) (reação na ca- 
naleta 3, banda superior). Isso mostra que Rat1 deve estar 
nesta região do gene ADHI. 


C. No modelo de torpedo, Rat1 degrada (na direção 5' para 3º) 
o RNA transcrito a jusante do sítio de poli(A). Isso desloca a 
RNA-polimerase do DNA, Os resultados deste experimento 
são consistentes com o modelo porque eles mostram que 


CAPÍTULO 14 


Apêndice2 Respostas 839 


Rat se associa à maquinaria de transcrição predominante- 
mente a 3' do gene, no local previsto se houvesse a junção 


do transcrito clivado imediatamente após a poliadenilação, 
como previsto pelo modelo. 


Questão 2. Os sítios de splicing 5' e 3º são nomeados em 
relação ao intron. O sítio de splicing 5' está localizado na ex- 
tremidade 5! do íntron, onde encontra a extremidade 3' do 
éxon a montante. O sítio de splicing 3' é encontrado na extre- 
midade 3' do intron, onde encontra a extremidade 5' do outro 
éxon. O ponto de ramificação A, localizado dentro do intron, 
também é necessário para a reação de splicing. Um trecho de 
polipirimidina segue o sítio de ramificação. 


Questão 4. In vivo, Prp22 remove rapidamente o mRNA 
processado do spliceossomo e desmonta o spliceossomo. Além 
disso, o laço de RNA é rapidamente degradado. 


Questão 6. A snRNP U1 liga-se à sequência 5'-GUAA- 
GU-3' tendo complementaridade perfeita com a sequência 
do snRNA U1, 5-ACUUAC-3. A mutação provavelmente irá 
causar diminuição na ligação de U1 ao sítio de splicing 5º, mas 
não irá interromper completamente esta ligação, já que per- 
manecem cinco pares de bases potenciais. O snRNA U6 (se- 
quência relevante 5-ACAGAG-3') pode formar três pares de 
bases com a sequência 5'-GUAAGU-3', e quatro pares de bases 
com 5-GUAUGU-3'. Isso provavelmente aumentará a ligação 
de snRNP U6 ao sítio de splicing 5º, 


Questão 8. O produto final irá incluir um pedaço da se- 
quência do íntron retida entre os dois éxons, Durante a tradu- 
ção, este RNA irá codificar aminoácidos não previstos inicial- 
mente, ou introduzir um códon de término prematuro. Esta 
inserção de sequência extra no mRNA também poderia causar 
uma alteração da fase de leitura para os códons a jusante da se- 
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quência inserida. Estas alterações serão quase inevitavelmente 
prejudiciais para a proteina. 


Questão 10. O decaimento mediado por nonsense degrada 
os mRNAs que possuem um códon de término prematuro. Isso 
fornece à célula um mecanismo que assegura o processamento 
alternativo em uma classe de genes. Assim, em um determinado 
gene, de dois éxons alternativos, apenas um ou o outro - nunca 
ambos - será incluído no mRNA processado final. Isso funciona 
porque, embora cada um dos éxons alternativos possua uma 
fase aberta de leitura que se encaixa no resto do mensageiro, à 
sequência dos dois éxons resulta em um códon de término pre- 
maturo se ambos forem incluídos no mRNA maduro. 


Questão 12. 
A: Íntron que necessita de spliceossomo. Na presença de extra- 
to nuclear, vê-se uma banda para o laço e o produto processa- 
do, Na ausência de extrato nuclear, vê-se apenas o pré-mRNA. 


B: Íntron do grupo II. O processamento ocorre na ausência e 
na presença de extrato nuclear e, portanto, à reação é auto- 
processada. Os produtos migram da mesma maneira que na 
reação que necessita de spliceossomo, portanto, este deve ser 
um íntron de grupo Il. 


C: Íntron do grupo l. O processamento ocorre na ausência e na 
presença de extrato nuclear e, portanto, novamente, a reação é 
autoprocessada. Um produto migra mais rapidamente do que 
o produto em laço das reações À e B, então, ele deve ser linear, 
uma característica-chave de um intron do grupo I. 


Questão 2. O tRNA é acoplado ao aminoácido cognato em 
sua extremidade 3. A ligação acil de alta energia forma-se en- 
tre o aminoácido e a 3'-OH ou 2'-OH de 5'-CCA-3'. Todos os 
tRNAs terminam com esta sequência. 


Questão 4. 
Ser-tRNA™ > RNA!” + Ser 


Questão 6. A alanil-tRNA sintetase possuí um bolso de edi- 
ção que hidrolisa Gly-tRNA™, A cadeia lateral da alanina (gru- 
po metil) é um pouco maior do que o hidrogênio encontrado 
na glicina. Assim, o sítio ativo da alanil-tRNA sintetase pode 
acomodar a glicina e carregar o tRNA“ erroneamente com gli- 
cina. A alaniltRNA sintetase possui um bolso de edição que 
pode se encaixar (e, portanto, remover) a glicina - mas não a 
alanina acoplada ao tRNA™. 


Questão 8. O experimento mais simples é tratar o ribosso- 
mo com uma protease e verificar se o ribossomo resultante 
ainda consegue sintetizar novas proteínas. Depois deste trata- 
mento, viu-se que, mesmo após a remoção da maior parte da 
proteína, a formação de ligação peptídica ainda podia ocorrer. 


Estudos estruturais posteriores confirmaram que o RNA podia 
catalisar a formação de ligação peptídica porque nenhum ami- 
noácido está presente a uma distância de 18 À do sítio ativo. 


Questão 10. As estruturas de cada complexo são muito se- 
melhantes, Uma porção da proteína EF-G adota um formato 
semelhante ao tRNA no complexo EF-Tu-GTP-tRNA. Isso ajuda 
a explicar como ambos se ligam ao sítio A do ribossomo. 


Questão 12. Antibióticos atuam sobre e inibem uma das 
etapas da tradução ao ligar-se a uma posição específica do ri- 
bossomo ou EF-Tu ou EF-G. A inibição de uma etapa da tradu- 
ção irá interromper todas as etapas. A tradução deve funcionar 
para que a célula sobreviva. Os componentes exatos de pro- 
teína e rRNA do ribossomo diferem em células procarióticas 
versus células eucarióticas. Portanto, os antibióticos ligam-se 
especificamente a um componente encontrado em ribossomos 
procarióticos versus ribossomos eucarióticos. 


Questão 14. 
A. A estrutura da treonina é muito semelhante em tamanho 
à da valina e poderia encaixar-se no sítio ativo do ValRS. 
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A treonina possuí uma hidroxila onde a valina possui ape- 
nas um grupo metil. 
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B. Grande parte do Thr-tRNA? é produzida na presença dos 
mutantes K270A e D279A (trocando a lisina na posição 
270 por alanina, e o ácido aspártico na posição 279 por 
alanina). Esta informação indica um problema potencial 
com a edição. 

C. Cada ciclo de malpareamento e edição consome uma mo- 
Técula de ATP. O ATP é consumido porque um aminoáci- 
do é hidrolisado a partir do tRNA, e o novo aminoácido 
deve ser adenililado e transferido. Se o mutante ValRS não 
fizer edição, a quantidade de ThrtRNA“ aumentaria ea 
quantidade de ATP consumido diminuiria. Isso é o que 
observamos para os mutantes ValRS K270A e D279A. 


Questão 2. A mutação mais comum é a transição A:T para 
G:C ou G:C para A:T. Se o DNA que codifica o nucleotídeo 
central do códon sofresse uma transição, a lisina substituiria 
a arginina ou vice-versa, Estes dois aminoácidos são positiva- 
mente carregados. Esta substituição de aminoácido em uma 
proteína é mais conservativa do que outras opções e oferece à 
célula a melhor chance de não alterar a estrutura ou a função 
proteica. 


Questão 4. 
Não A. UGC 
Sim B. CGA 
Não C. UGA 
Sim D. CGU 
Não E. GCG 


Questão 6. Use a sequência de dinuclcotídeo repetida GU. 
5'-GUGUGUGUGUGUGU...-3' codifica um polipeptídeo com 
valina (5'-GUG-3') e cisteína (5'-UGU-3') alternadas. 


Questão 8. A fita codificadora possui a mesma sequência do 
mRNA, exceto pelo fato de o mRNA possuir U em vez de T. 

Usando a primeira fase de leitura (começando com o pri- 
meiro nucleotídeo na extremidade 5'), NH; — treonina - valina 
-serina — alanina — arginina - COOH. 

Usando a segunda fase de leitura (começando com o se- 
gundo nucleotídeo na extremidade 5’), NH; — prolina — fenila- 
Janina -arginina - leucina - COOH. 

Usando a terceira fase de leitura (começando com o tercei- 
to nucleotídeo na extremidade 5'), NH, - arginina — fenilalani- 
na — glicina — (códon de término) COOH. Como esta sequên- 
cia está no meio de um gene, é pouco provável que esta fase de 
leitura seja usada. 


Questão 10. 

A. Inserção de 2 pares de bases — mutação de mudança de 
fase de leitura. A mudança de fase de leitura faz os có- 
dons a jusante codificarem uma sequência diferente de 
aminoácidos. 

B. Inserção de 2 pares de bases da sequência alterada 1, dele- 
ção de um par de bases imediatamente antes dos pares de 
bases inseridos — permanece uma mudança de fase de lei- 
tura- altera a fase de leitura em um. A mudança de fase de 


leitura faz os códons a jusante codificarem uma sequência 
diferente de aminoácidos, 

C. Inserção de 2 pares de bases da sequência alterada 1, dele- 
ção de dois pares de bases imediatamente antes dos pares 
de bases inseridos - elimina a mudança de fase de leitura 
Assim, este é um exemplo de mutação supressora intragê- 
nica (dentro do próprio gene) que retorna a sequência de 
aminoácidos para o tipo selvagem, mesmo que a sequên- 
cia de DNA não seja idêntica à selvagem. 


Questão 12. A universalidade refere-se à conservação do có- 
digo genético entre todos os organismos. Em quase todos os 
casos, os organismos usam o mesmo código genético. Existem 
variações do código genético padrão para alguns códons espe- 
cíficos ou aminoácidos. As mitocôndrias de mamíferos, Candi- 
da albicans e Mycoplasma capricolum usam um código genético 
que contém exceções. 


Questão 14. 

A. A mutação supressora é uma supressora sem sentido inter- 
gênica — intergênica porque a mutação está em um gene 
diferente do gene de interesse. 

B. Se um tRNA'“ comumente usado portar uma mutação 
supressora, vários genes da célula terão problemas para 
codificar leucinas que necessitam deste tRNA específico. 

C. O códon de término 5'-UAG-3' é reconhecido pelo anti- 
códon 5'-CUA-3', 5-UAG-3' possui apenas um nucleotí- 
deo diferente do códon de leucina S”-UUG-3'. Portanto, a 
sequência do anticódon mutado é 5'CUA-3', e a sequên- 
cia do anticódon selvagem é 5’-CAA-3'. 

D. O códon S-UAG-3' é raramente usado como códon de 
término em E. coli. Portanto, a inserção de um aminoá- 
cido em vez de terminar a tradução de uma proteína não 
causa muitos problemas para outras proteínas de E. coli, o 
que normalmente faria as células morrerem ou crescerem 
lentamente. A inserção de um aminoácido em cada códon 
S"-UAG-3' como resultado de uma mutação supressora 
iria afetar principalmente a tradução da proteína mutante 
de interesse. 


Para mais informações, ver Thorbjarmardóttir et al. (1985. 
J. Bacteriol. 161: 219-222). 
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Questão 2. Apesar do pequeno genoma de Mycoplasma geni- 
talium, ela possui estrutura celular, sofre divisão celular e não 
depende de um hospedeiro como os vírus. De maneira seme- 
Jhante, o simbionte Hodgkinia cicadicola depende de células 
hospedeiras para sobreviver e não é considerada um ser vivo. 


Questão 4. O exemplo mais proeminente é o componen- 
te de RNA da subunidade maior do ribossomo, que catalisa 
a ligação peptídica. Outros exemplos são possíveis, Como a 
reação primária que ocorre na síntese de proteinas necessita de 
RNA, a ideia de que o RNA antecedeu a proteína na hipótese 
do Mundo de RNA parece mais plausível. O RNA catalítico no 
ribossomo pode ser um fóssil molecular do Mundo de RNA. 


Questão 6. 
à. RNA-polimerase, 

ii. Transcriptase reversa. 

iii. DNA-polimerase. 


iv. RNA-replicase, uma ribozima. (Observe que algumas 
RNA-polimerases dependentes de RNA também existem.) 


Questão 8. Quando várias RNA-replicases se tornam liga- 
das à membrana, a chance de uma replicase menos eficiente 
copiar a replicase mutante aumenta. Quando a protocélula 
se divide, há uma chance razoável de duas ou mais replicases 
mutantes serem armazenadas em uma protocélula. Ao longo 
do tempo, a propagação das protocélulas contendo a replicase 
mutante mais eficiente irá ultrapassar, por competição, as pro- 
tocélulas com replicases menos eficientes. 
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Questão 10. Pesquisadores geraram pirimidinas usando 
moléculas orgânicas possivelmente presentes na Terra primi- 
tiva como materiais iniciais. Os experimentos que tentavam 
criar um nucleotídeo a partir de fosfato, ribose e nucleobase 
sob condições pré-bióticas não funcionaram. Por isso, os pes- 
quisadores não apoiam esta hipótese. 


Questão 12. A ribozima RNA-replicase deve ser capaz de ca- 
talisar a formação de ligação fosfodiéster mais do que apenas 
uma vez. A ribozima replicase também necessita de ribonucle- 
otídeos livres para usar na catálise, A sequência da ribozima 
replicase e seu complemento também devem servir de mol- 
de, À replicação da sequência da replicase gera uma sequência 
complementar. A replicação da sequência complementar gera 
outra cópia da RNA-replicase. 


Questão 14. 

A. A ribozima é capaz de sintetizar produtos de RNA mais 
longos nas reações 1 e 3 do que na reação 2. 

B. A alteração na sequência do molde na reação 2 teve efel- 
to deletério. A alteração na sequência do molde e da ri- 
bozima restabeleceu a capacidade catalítica da ribozima 
para níveis do tipo selvagem. A sequência da ribozima 
S”-UCAUUG-3' é complementar à sequência do molde 
S”CAAUGA-3'. Na reação 3, a alteração na sequência da 
ribozima e do molde restabelece a complementaridade 
entre as sequências. A ribozima provavelmente pareia 
com o molde de RNA durante a síntese. 


Questão 2. A alolactose liga-se ao repressor Lac em uma re- 
gião separada de seu domínio de ligação ao DNA, Uma vez 
ligada, a alolactose promove uma alteração de formato do 
repressor Lac e sua liberação do DNA, interrompendo a re- 
pressão. De maneira semelhante, há efetores alostéricos que 
regulam os óperons araBAD e gal. Na presença de baixas con- 
centrações de glicose, cAMP liga-se a CAP para introduzir uma 
alteração de formato em CAP que permite que este se ligue ao 
DNA para ativação. Por meio de alosteria, NtrC e MerR ativam 
a transcrição dos genes ginA e merT, respectivamente. Respos- 
tas adicionais são possíveis. 


Questão 4. 

A. A expressão constitutiva significa que os genes no ópe- 
ton araBAD são expressos na presença ou ausência de 
arabinose. Ou seja, a regulação é perdida, e os genes são 
expressos. 

B. Uma mutação no gene que codifica AraC poderia levar à 
expressão constitutiva do óperon araBAD. A mutação deve 
impedir a formação da alça de DNA induzida por AraC, 
formada na ausência de arabinose. Além disso, à elimina- 
ção por mutação do sítio araO, poderia levar à expressão 
constitutiva. 


Para mais informações, ver Englesberg et al. (1965. J. 
Bacteriol. 90: 946-957), 


Questão 6. 

Aa. Nível basal de expressão, Na presença de glicose, não há 
ligação de CAP. A mutação evita a ligação do repressor lac e, 
portanto, há expressão basal de lacZ. 


Ab. Nível basal de expressão. Na presença de glicose, não há 
ligação de CAP. O repressor não se liga na presença ou ausência 
de lactose neste mutante, permitindo a expressão basal de lacZ. 


Ac. Nível de expressão ativada. Na ausência de glicose, há liga- 
ção de CAP. O repressor não se liga na presença ou ausência de 
lactose neste mutante, permitindo nível ativado de expressão 
de lacZ. 


Ad. Nível de expressão ativada. Na ausência de glicose, há li- 
gação de CAP. O repressor não se liga na presença ou ausência 
de lactose neste mutante, permitindo nível ativado de expres- 
são de lacZ. 


Ba. Ausência de expressão. Com uma mutação no promotor 
que evita que a RNA-polimerase se ligue, lacZ nunca é expres- 
so, mesmo que o repressor não esteja ligado ao operador e CAP 
esteja ligado (aplica-se às alternativas a a d). 

Bb. Ausência de expressão. 

Be. Ausência de expressão. 


Bd. Ausência de expressão. 
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Questão 8. ZntR liga-se a Zn(1I)? O espaçamento entre as 
regiões -10 e -35 do promotor não são consenso? ZntR liga-se 
à região promotora de zntA? A adição de Zn(II) provoca um 
padrão diferente de ligação de ZntR ao promotor? A adição 
de Zn(II) provoca distorção do DNA ligado a ZntR? Questões 
adicionais são possíveis como respostas adequadas. 


Para mais informações, ver Outten et al. (1999. J. Biol. 
Chem. 274: 37517-37524). 


Questão 10. 


A. Se os níveis do repressor caírem muito, as células podem 
induzir o ciclo lítico sem que o bacteriófago esteja pronto 
para liberação. Se os níveis do repressor aumentarem para 
um nível muito alto, a indução seria ineficiente, já que 
maior quantidade de repressor precisaria ser inativada an- 
tes que o repressor desocupasse 0); ou Oss € o crescimento 
Íítico fosse induzido. 

B. Quando a concentração de repressor à é muito alta, este 
previne a própria transcrição pela ligação a Ops. Isso inibe 
a RNA-polimerase de ligar-se à Pay. 


Questão 12. Para encontrar a região específica à qual o re- 
pressor se liga, deve-se realizar um ensaio de footprint de DNA 
(ver Cap, 7 para mais informações). Se a presença de um indutor 
parar a repressão, as reações não deverão Incluir um indutor na 
reação experimental. A presença de um indutor poderia ser usa- 
da em um controle, Para o DNA, use um segmento a montante 
dos genes estruturais do óperon. Se o promotor for conhecido, 
assegure-se de Incluir esta região. Marque o DNA radioativamen- 
teem apenas uma das extremidades. Para a reação experimental, 
incube o DNA com o repressor e, então, trate brevemente com 
DNase I. Corra os produtos em um gel desnaturante para en- 
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Questão 2. Células bacterianas e eucarióticas incluem sequên- 
clas promotoras no DNA a montante da sequência codificadora 
de um gene, Células bacterianas e cucarióticas também incluem 
sítios de ligação ao DNA para proteínas reguladoras como re- 
pressores ou ativadores. Um ativador e/ou um repressor nor- 
malmente controlam genes bacterianos, enquanto os elementos 
reguladores dos genes eucarióticos podem ser mais elaborados. 
Em células cucarióticas, pode haver mais elementos reguladores, 
que podem estar presentes a montante ou a jusante do promo- 
tor, e os elementos reguladores podem incluir sítios de ligação 
para múltiplos ativadores e/ou repressores. Múltiplos elementos 
reguladores são agrupados como reforçadores em organismos 
multicelulares, e isoladores ou elementos de borda podem estar 
presentes, Os elementos reguladores dos genes eucarióticos tam- 
bém podem estar localizados em distâncias muito maiores do 
gene que regulam do que no caso das bactérias. 


Questão 4. O DNA genômico está empacotado em nucleos- 
somos. O início da transcrição envolve o remodelamento ou 
a remoção dos nucleossomos em uma área específica do geno- 
ma. Este processo necessita de proteínas adicionais. Moldes de 
DNA como os gerados por PCR não possuem nucleossomos. 


Questão 6. 


A. Ordem correta: d, c, a, e, b. Revise a ordem na Figura 7-35 
do Capítulo 7. 


contrar a região ligada ao repressor durante o tratamento com 
DNase L. Como potencial controle negativo, inclua indutor com 
repressor durante a primeira incubação. Outro controle negativo 
éa incubação do DNA com a DNase I primeiro e, então, incubar 
com o repressor. Em vez de DNase I, você pode tentar substân- 
cias químicas específicas que clivam o DNA não protegido. 


Questão 14. 

A. O repressor de à ligado em O,, auxilia na ligação do re- 
pressor a Os, por meio de cooperatividade. Isso permite 
que o repressor em O, se ligue em concentração mais bai- 
xa do que aquela necessária devido à baixa afinidade de 
O 

B. De acordo com o Capítulo 18, o repressor de à liga-se 
a O, e O, cooperativamente em baixa concentração. 
Quando estes dois sítios estão ligados cooperativamente, 
o repressor não consegue ligar-se cooperativamente a Ops. 
Se as concentrações do repressor de à foram muito altas, 
ele liga-se a Oxs. 

C. O Mutante X é um DNA com uma mutação em O,,. De 
acordo com os dados da tabela, os pesquisadores não de- 
tectaram a ligação a Ox, com o Mutante X. A mutação 
provavelmente interrompeu a capacidade de o repressor 
se ligar à sequência. O Mutante Y é um DNA com uma 
mutação em O,z. De acordo com os dados da tabela, os 
pesquisadores não detectaram a ligação a O, com o Mu- 
tante Y. A mutação provavelmente interrompeu a capaci- 
dade de o repressor se ligar à sequência. 

D. O repressor de À liga-se ao DNA coopcrativamente, Na au- 
sència de Op, o repressor de à liga-se a O, € Ops cooperati- 
vamente. Isso diminui a concentração relativa necessária 
para preencher O. 


B. O pesquisador deve suspeitar ou saber que a proteína X 
liga-se ao DNA e está perguntando se a proteína X se liga 
ao gene Y ou à região promotora do gene Y. O pesquisador 
também pode estar testando a interação sob certas condi- 
ções (p. ex., na presença de lesões no DNA, na presença de 
um açúcar específico). 


Questão 8. 

A. Metilação, acetilação e fosforilação. 

B. Modificações dos resíduos nas caudas das histonas es- 
tão geralmente associadas com perfis de expressão es- 
pecíficos em um determinado gene. Assim, a acetilação 
está, em geral, associada a genes ativamente transcritos. 
Outras modificações (p. ex., metilação) podem estar as- 
sociadas tanto com a ativação quanto com a repressão 
da expressão gênica. Portanto, a metilação de diferen- 
tes resíduos das caudas das histonas pode ter diferentes 
efeitos, ou o contexto de uma determinada modificação 
(Le, que outras modificações também estão presentes) 
pode afetar o resultado de qualquer modificação nos ní- 
veis de expressão. 


Questão 10. Citocina — sinal. Receptor de citocina — recep- 
tor. JAK - molécula de transmissão. 

STAT — molécula de transmissão. Expressão transcricional 
de genes específicos — produto. 


Questão 12. 

A. A proteína A se liga ao DNA, especificamente ao fragmen- 
to de DNA incluído neste EMSA. A canaleta 4 mostra o re- 
sultado para a reação incluíndo a proteina A e o fragmen- 
to de DNA contendo o sítio de ligação para a Proteina A. 
A banda de migração mais lenta representa o fragmento 
de DNA ligado à Proteína A. O excesso de DNA não ligado 
está na parte inferior do gel, como na canaleta 1. 

B. As proteínas A e B ligam-se ao fragmento de DNA. Com 
base nos dados das canaletas 2 e 5, a Proteína B não se liga 
ao fragmento de DNA sozinha (canaleta 2). A Proteína B 
provavelmente se liga à Proteína A quando esta está ligada 
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ao DNA. A banda de migração lenta mais alta na canaleta 
5 representa o complexo de Proteina A, Proteína B e frag- 
mento de DNA. A próxima banda representa a Proteína A 
ligada ao fragmento de DNA. A banda de migração mais 
rápida representa o DNA não ligado. 

C. A proteina B não se liga ao fragmento de DNA sozinha, 
mas se liga a ele se a Proteína A estiver ligada. A Proteína A 
ea Proteína B poderiam servir como um complexo ativa- 
dor para recrutar a maquinaria transcricional a montante 
de um gene específico ou a Proteína B sozinha é o ativa- 
dor, mas necessita da Proteína A para levá-la ao DNA ou 
ligar-se a ele de maneira cooperativa. 


Questão 2. Baixa transcrição, O ribossomo irá ler e traduzir 
a sequência de mRNA que codifica o peptídeo-líder do óperon 
trp sem pausar na presença de baixo nível de triptofano. Sem 
os dois códons de trp, o ribossomo traduz facilmente o peptí- 
deo-líder. O atenuador 3:4 forma-se para evitar a transcrição 
dos genes do óperon trp. 


Questão 4. As repetições do tipo CRISPRs (do inglês, clustered 
regularly interspaced short palindromic repeats [repetições palindró- 
micas curtas agrupadas e regularmente espaçadas) do genoma 
dos procariotos e Archaea protegem o organismo contra infeções 
virais. Sequências espaçadoras são adicionadas aos arranjos e au- 
mentam a resistência a futuras infecções pelo mesmo vírus. 


Questão 6. O genoma codifica pri-miRNAs que formam 
uma estrutura secundária (haste-alça) após serem transcritos. 
Os pri-miRNAs são processados por Drosha para a clivagem 
entre as hastes inferior e superior, e estes pré-miRNAs podem 
ser posteriormente processados por Dicer para liberar miRNAs 
maduros, Os siRNAs surgem a partir de RNAs de dupla-fita que 
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se formam quando dois RNAs complementares pareiam. Após 
o processamento por Dicer, eles se assemelham aos miRNAs 
processados e inibem a expressão gênica de maneira similar. 


Questão 8. Falso. Sequências de pré-miRNAs podem ser en- 
contradas em íntrons, éxons ou regiões não codificadoras de 
transcritos. 


Questão 10. A eficiência da transfecção do dsRNA longo em 
células de mamíferos é baixa. Além disso, as células de mami- 
feros podem interromper a tradução de maneira não específica 
quando o dsRNA entra nas células porque o dsRNA desenca- 
deia a mesma resposta que uma infecção viral. Para superar 
isso, os pesquisadores usam genes de pequenos grampos de 
RNA (shRNAs) para expressar um transcrito que se dobra em 
uma haste-alça processada por Dicer, resultando em um siRNA. 


Questão 12. Xist recruta proteínas para o cromossomo X 
para a remodelação da cromatina, como metilases, desacetila- 
ses e enzimas que condensam o genoma. 


Questão 2. A capacidade de transformar uma célula di- 
ferenciada em uma célula iPS demonstra que todos os tipos 
celulares são geneticamente equivalentes, A célula iPS pode 
diferenciar-se em qualquer tipo celular. Este conceito possui 
grande potencial para aplicação médica. 


Questão 4. 

1. Uma ou mais células sintetizam e liberam o morfógeno 
ou molécula sinalizadora. 

2. A distribuição do morfógeno liberado estabelece um gra- 
diente de concentração extracelular. 

3. O morfógeno liga-se a receptores na superfície de outras 
células. O percentual de ocupação do morfógeno diminui 
à medida que aumenta a distância entre a célula-fonte ea 
célula receptora. 

4, Por meio de uma via de sinalização, o receptor ativado 
leva a aumento na expressão de um regulador transcricio- 
nal que controla a expressão de vários genes. 


Questão 6. Células de B. subtilis utilizam o contato célula 
a célula para que o precursor do esporo influencie a expres- 
são gênica da célula-mãe. o' no precursor do esporo ativa a 


expressão de SpolIR. A secreção local de SpolIR desencadeia a 
clivagem de pró-o' em o' ativo na célula-mãe. 


Questão 8. Pesquisadores projetaram um mRNA que pos- 
suía a 3-UTR de um mRNA de oskar substituída pela 3'-UTR de 
um mRNA de bicoide. Eles observaram a localização do mRNA 
de oskar no polo anterior como normalmente se observa para 
o mRNA de bicoide. Isso é suficiente para induzir a formação de 
polos celulares nos lugares errados. 


Questão 10. Você pode fusionar o reforçador para a faixa 2 
ao gene lacZ de E. coli. Se a expressão de LacZ for observada na 
mesma posição, o reforçador para a faixa 2 é suficiente para a 
expressão da faixa 2. Você pode fusionar o gene lacZ ao gene 
eve na localização endógena e deletar o reforçador para a faixa 
2 na região reguladora S' do gene eve para testar se ele é neces- 
sário, Se ele for necessário, a faixa 2 não deverá ser observada 
na ausência do reforçador para a faixa 2. O reforçador para a 
faixa 2 é necessário e suficiente para a expressão da faixa 2. 


Questão 12. A ligação cooperativa permite mudanças brus- 
cas nas concentrações de proteínas das regiões anterior para 
posterior do embrião. 
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Questão 14. Genes de kit de ferramentas são conservados 
em muitos organismos e são importantes para o desenvolvi- 
mento de todos os animais. 
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Questão 2. Um circuito regulador que segue a lógica de 
uma “porta AND” exige que duas condições de entrada sejam 
preenchidas, em vez de operar como um simples comutador 
de liga e desliga. 


Questão 4. A estocasticidade significa que um sistema está 
sujeito a algum grau de aleatoriedade. Esta aleatoriedade na 
regulação da expressão gênica gera ruído ou variação na ex- 
pressão gênica sob condições aparentemente idênticas. 


Questão 6. A autorregulação negativa permite que a saída 
do circuito regulador seja insensível a um parâmetro que causa 
ruído enquanto mantém a homeostase, 


Questão 8. Comk liga-se cooperativamente ao promotor 
de comk. A resposta na autorregulação positiva é altamente 
sensível a pequenas mudanças nos níveis proteicos de Comk 
e, portanto, a saída não é linear quando o limite é alcançado. 
Diz-se que o comutador encontra-se “em cima do muro”, en- 
tre os estados LIGADO e DESLIGADO. 


Questão 10. A regulação do gene está sob uma alça incoe- 
rente de feed-forward porque há um pulso de expressão gênica, 
ou saída. A entrada de luz leva à produção de um ativador que 
ativa diretamente a saída. Além disso, o ativador leva à pro- 
dução de um repressor que bloqueia a saída. A expressão do 
gene ocorre no breve período de tempo antes de o repressor ser 
gerado, mas após a produção do ativador. 


= 


Questão 12. 


Autorregulação negativa. 


Questão 14. 

A. AraC, na presença de arabinose, irá se ligar ao sítio de liga- 
são a AraC e ativar a transcrição dos genes araC, lacl e YFP, 
ativando, assim, a produção de seus produtos proteicos. 

B. Laci também é produzido na presença de arabinose; por- 
tanto, ele liga-se agora a todos os sítios operadores de lac 
para desligar a transcrição dos três genes, e assim, YFP não 
é mais produzido. 

C. Lacl desliga sua própria síntese, mas eventualmente seus 
níveis caem abaixo do necessário para a repressão como 
resultado da diluição que se segue após rodadas de divi- 
são celular e/ou degradação. Na presença de arabinose e 
da pequena quantidade restante de AraC, mais AraC será 
produzida para ativar a produção de YFP novamente, 

D. O sinal YFP irá persistir por mais tempo após a adição ini- 
cial de arabinose. Como o IPTG previne a ligação de Lacl, 
mais Lacl ou um período de tempo maior será necessário 
antes que o sistema desligue a expressão de YFP. 
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polaridade, 272, 273 

processividade, 272 

RecQ, 367, 368q 

supertorção produzida por, 275, 276f 

UvrD, 316, 328-329, 329f 


DNA-ligase 
Ligase IV, 332, 333f 
na clonagem de DNA, 155, 155£ 
no processo de replicação do DNA, 271, 271£ 
no processo de transposição do DNA, 399 
no reparo de malpareamento, 316 
no reparo por excisão de nucleotídeo, 329, 329% 
DNA-lixo, 208 
DNA-polimerase 
associação de grampo deslizante, 278-280, 279f, 280f 
catálise, 260, 261f, 263-266, 265f, 266f 
DNA Pol , 278, 278t, 279%, 286, 299 
DNA Pol a/primase, 278, 278t, 279%, 286, 299, 300f 
DNA Pol 8, 278, 278t, 279%, 286, 299 
DNA Pol'y, 330q, 335, 337 
DNA Pol I, 277, 278t 
identificação de, 26-27 
no reparo por excisão de nucleotídeo, 329, 329% 
papel da, 26-27, 28f 
DNA Pol II, 670, 671 
DNA Pol IIl, 277, 278t, 284, 286 
holoenzima, 277, 284, 284f, 285f, 286, 287f, 296f 
na síntese de DNA translesão, 330q, 334f 
no reparo de malpareamento, 316, 319, 320f 
DNA Pol «, 335, 337f 
ensaio de medida de atividade por incorporação, 2619-262q 
especialização, 277-283 
estrutura, 263-265, 264f, 265f 
família Y, 334, 335, 3369] 
inibidores de, 268q 
interação com DNA-helicase, 284, 285, 286, 287 
mecanismo de, 260-269 
modelo de trombone para a coordenação da replicação, 
2851, 286 
na forquilha de replicação, 270, 2701, 275-277 
necessidade de iniciador, 270-272 
pausa e liberação de, 670, 671f 
precisão, 267-269, 277 
processividade, 265-267, 267f, 277-281, 281f 
reparo de gap, 271, 271 
revisão, 260, 267-269, 269f 
revisão cinética, 260 
ribonucicosídeos trifosfatos (NTPs), exclusão estérica de, 
260, 262, 263 
sítio ativo, 260, 262, 265£ 
telomerase, 305-309, 306f, 307f 
transcriptase reversa, 396 
translesão, 334, 334f, 335-336, 335f, 337f, 338 
troca durante a replicação do DNA, 278, 279f 
DNase 
footprinting com proteção por nuclease, 184, 184f 
no experimento de mica, 84 
uso para relaxar o DNA, 95, 95f 
Doador de ligação de hidrogênio, 85-86 
Dobra (topologia), 129-130q, 132q 
Dobzhansky, Theodosius, 15 
Dodecil sulfato de sódio (SDS), 176-177, 176-177f 
Doença de Huntington, 316q 
Dogma central, 33-34, 573 
Dominante, definido, 6-7 
Domínio de agrupamento de zinco, 662 
Domínio de enovelamento de histona, 222, 222%, 234 
Domínio PAZ, 717, 718f 
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Domínio RNase 
de Argonauta, 718, 719f 
de Dicer, 717, 718f 
Domínio RS, 492 
Domínio SANT, 244 
Domínios (ou proteínas) homólogos, 129-130q 
Domínios, 129-134, 131f 
classes de, 132, 132f 
conectores e articulações, 133 
definidos, 129-130q 
embaralhamento de éxons e, 498, 498f 
exemplo da imunoglobulina G, 133-134 
fechamento de, 136f 
modificações pós-traducionais, 133-134 
tamanho dos, 129-130 
Domínios TUDOR, 244 
Dormência, em Arabidopsis, 812 
Double-sex (Drosophila), gene 493, 494, 495t 
DPE (elemento do promotor a jusante), 448-449, 448f 
Dpn (Deadpan), 493, 494f 
Dpp, proteina, 755q-756q 
Drosha, 715-717, 717 
Drosophila. Ver também genes específicos 
arranjos tipo tiling de genoma inteiro, 170, 170€ 
ciclo de vida, 819-820, 820f 
como organismo experimental, 819-825 
cromossomos balanceadores, 822, 822f 
disgenesia do híbrido, 824, 8241 
estudos com recombinase FLP, 823-824, 823f 
estudos de disco imaginal, 820, 820f 
mapas genômicos, 820-822, 821f 
mosaicos genéticos, 822-823f 
moscas transgênicas, 824 
composição cromossômica, 201t 
cromossomos politênicos, 821-822, 821f 
Cup, proteína, $57, SS8£ 
densidade gênica, 203t, 204f, 205t 
desaminação em, 501 
desenvolvimento, 746-769 
expressão de gene gap, 754 
faixas de expressão gênica, 758, 758f, 759%, 761, 761 
gene eve, 758, 758f, 759%, 761-762, 7611, 762 
gene hunchback, 753-754, 754€ 
genes homeóticos, 762-769, 762-768£, 7649-765q 
membros de voo, 767-769, 768€ 
padrão dorsoventral, 750-751, 750f 
perda de membro abdominal, 766-767, 767f 
segmentação, 751-753 
sequências reguladoras em cis, 7599-7604 
sinergia de ativador, 752q 
visão geral da embriogênese, 746-747, 7489-7494 
desenvolvimento embrionário, 686 
determinação do sexo, 493-494, 494%, 495€ 
DNA repetitivo, 205t 
elemento Mariner, 411 
embriogênese, 786 
engruiled, 822 
eve (even-skipped), gene, 758, 758f, 759, 761-762, 761f, 7621, 
822 
gene patched, 825 
genes ligados em, 9, 10 
genes mutantes relatados em 1915, 14t 
HP1, 689, 690, 691q 
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HSP7O, gene, 669-670 
locus vnd, 169% 

locus yellow (y), 759q-760q 

mapa genético do cromossomo 2 de, 15f 
Nanos, proteina, 557 

ocorrência e distribuição de transposons, 394f 
processamento alternativo, 483 


regulação da tradução do mRNA de Oskar, 556-557, 558f 


RNA-polimerase Il, 450 
sequências reguladoras em cis, 759q-760q 
sítios de ancoragem e sequências seletoras, 490q-491q 
TAFs (fatores associados à TBP), 452 
tamanho do genoma, 203t 
tamanho e composição do centrômero, 211f 
DSBs, Ver Quebras de dupla-fita 
Dscam (Down syndrome cell-adhesion molecule) (Drosophila), 
gene, 487-489, 487f 
DSRNA, Ver RNA de dupla-fita (dsRNA) 
Dupla-hélice 
descoberta da, 24-25, 77 
ligações de hidrogênio e, 82-83 
orientação antiparalela, 81 
periodicidade, 84, 89, 103 
RNA, 108-110, 109f, 110f 
Duplicações de sítios-alvo, 395f, 396, 403 


E 
E2F, 686 
EcoRI, 149-150, 150f, 150t, 1514, 151t 
Ectoderma neurogênico, 744, 744f 
Ectodomínio, 129-130q 
Edição de RNA 
desaminação, 500-501, 503q 
RNAs-guias, 501-503, 502f 
Edição do genoma, 172-173 
Edição hidrolítica, pela RNA-polimerase, 444-445 
Edição pirofosforolítica, 444 
EE-G, 542-544, 542f, 548, S48F 
EF-T5, 543, 544f 
EF-Tu, 537-538, 538f, 539f, 543, 544, 544f, 546q 
EGF (fator de crescimento epidérmico), 499, 499f 
EIFL, 530, 531f, 535 
EIFIA, 531, 5311, 535 
EIF2, 531, 5318, 535, 556, 559, S60F 
EIF3, 531, 531f 
EIF4A, 531f, 532 
EIF4B, 531f, 532 
EIF4E, 532, 534q, 556 
EIF4G, 531f, 532, 532f, 533q, 534q, 556 
EIPS, 531, 535 
EIFSB, 535 
Eixo díade, 224 
Elemento de reconhecimento TFIIB (BRE), 448, 448 
Elemento de resposta a Polycomb (PRE), 690, 690€ 
Elemento Ds (dissociador), 408q 
Elemento regulador de ferro (IRE), 558, 559€ 
Elemento Sleeping Beauty, 414 
Elementos de contomo, 449, 659 
Elementos P, 824, 824º, 825f 
Elementos proximais do promotor, 449 
Elementos Tam, 408€ 
Elementos transponíveis 
classes/tipos, 395, 395£, 409t 
como mutagênicos, 393 


como sequências de DNA repetitivo, 207-208 
descoberta de, 393, 408q 
descrição, 377, 393 
elementos P em Drosophila, 824, 824f, 825f 
em estudos de transformação com Arabidopsis, 813 
exemplos, 406-416 
fago Mu, 405f, 411, 412f, 413q 
Hermes, 400f, 401, 408q 
LINES, 414-416, 415f 
tabela de, 409t 
Tel/mariner, 411-414 
Tn10, 400, 400f, 409-410, 4091, 410f 
Tn7, 399-400, 400f 
Ty elementos, 414, 414%, 415f 
ocorrência e distribuição no genoma, 393-394, 394f 
organização genética, 395f 
regulação, 406-416 
controle de número de cópias, 408, 409-410 
escolha de sítio-alvo, 408-409 
retrotransposons com poli(A) 
mecanismo de processamento reverso, 405-406, 407f 
organização genética, 395%, 396-397 
retrotransposons semelhantes a vírus 
mecanismo de transposição, 403, 404€ 
organização genética, 3951, 396 
transposons de DNA 
corte e colagem, mecanismo de, 397-401, 398£, 400f, 409, 
412 
duplicações de sítio-alvo, 395f, 396 
mecanismo de transposição replicativa, 401-403, 402f 
organização genética, 395-396, 395f 
transposons autônomos e não autônomos, 396 
ubiquidade de, 393, 406 
Eletroforese 
em gel de agarose, 148-149, 149% 
poliacrilamida SDS para separação de proteínas, 176-177, 
1761771 
Eletroforese em gel 
com SDS, 176-177, 176-177£ 
de agarose, 148-149, 148f, 149% 
de campo pulsado, 149, 149f 
de topoisômeros de DNA, 102, 102f, 103 
intercalação de brometo de etídeo no DNA, efeito da, 102- 
103 
Eletroforese em gel com SDS, 176-177, 176-177£ 
Eletroforese em gel de agarose, 148-149, 148f, 149f 
Eletroforese em gel de campo pulsado, 149, 149f 
Embaralhamento de éxons, 496-500, 499f 
Embriogênese, 748q-749q 
camundongo, 826, 826f 
em Arabidopsis, 812 
em Drosophila, 819 
Empilhamento de bases, 82, 108, 109, 109f 
EMS (etilmetano sulfato), 814, 821 
EMSA (ensaio de alteração de mobilidade eletroforética), 
183-184, 183f 
Endonuclease 
de restrição, 149-151, 150f, 150t, 151f, 151t 
de retrotransposons com poli(A), 396, 406 
HO, 369f, 370, 371, 372f 
MutH, 316, 317f, 318-320, 319f, 320f 
RuvC, 361, 361f 
Uvr(A)BC, 445 
Endonuclease HO, 369f, 370, 371, 372f 


Endonucleases de restrição, 149-151, 150-152, 150f, 150%, 151f 
Endosperma, 812-813 
Energia 
de ativação, 64-65, 64f, 65f 
de ligações fracas, 55 
formação de ligação química e, 53 
hidrólise, 66 
livre, 54, 65, 66-69 
primeira lei da termodinâmica, 53 
segunda lei da termodinâmica, 54 
Energia de ativação, 64-65, 64f, 65f 
Energia livre 
descrição, 54 
em biomoléculas, 66-67 
enzimas e, 65 
hidrólise, 70-71 
na síntese de ácido nucleico, 72 
na síntese de DNA, 260 
rotas blossintéticas, 67-69, 68€ 
rotas degradativas, 66 
Engenharia genética, aplicação da recombinação sítio-epecífica 
na, 386q 
engrailed, 822 
Enovelamento proteico 
domínios, 129-134, 131f 
experimento de Anfinsen, 134, 135q 
Ensaio ChIP-chip, 6669-667 
Ensaio ChIP-Seq, 666q-667q 
Ensaio de alteração de banda, 183-184, 183f 
Ensaio de alteração de gel, 183-184, 183f 
Ensaio de alteração de mobilidade eletroforética (EMSA), 
183-184, 183f 
Ensaio de captura de conformação, 187-189, 188f 
Ensaio de captura de conformação cromossômica, 187-189, 
188f, 6679 
Ensaio de duplo-hibrido, 664q 
Ensaio de duplo-híbrido em levedura, 182 
Ensaio de incorporação, para medir a síntese de DNA, 
2619-2629 
Ensaio de placa, 800, 800f 
Entropia, 54, 66, 68 
ENU (etilnitrosureia), 185, 814 
Envelhecimento, hipótese dos telômeros e, 307q 
Enzima central, RNA-polimerase, 431, 431f, 434, 438f 
Enzimas 
estrutura, 141-142 
função das, 65 
ligação ao ligante, 142-143 
ligação ao substrato, 62-63 
processividade de, 265-267, 267f 
redução da energia de ativação por, 65, 65f 
regulação alostérica, 1426, 143 
ribozimas, 114, 116-118, 1168, 1178 
Enzimas que adicionam CCA, S13q 
Éon Arqueano, 595, 596f 
Éon Hadeano, 595, 596f 
Ephrussin, Boris, 16 
Epigenética 
em Arabidopsis, 814-815 
em camundongos, 829, 830f 
regulação gênica, 694-697, 695f 
Epítopos, 175-177 
Erros inatos do metabolismo, 16 
Escaneamento (ou rastreamento), 530, 535 
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Escape do promotor, 434, 442, 449-451, 633 
Escherichia coli. Ver também genes/proteinas específicos 
compactação do DNA, 200 
composição cromossômica, 201t 
controle combinatório, 627 
CRISPR, 710, 711f 
cromossomo circular, 92 
Dam metilase, 318-319, 319f 
densidade gênica, 203-204, 203t, 204f, 205t 
densidade super-helicoidal, 229 
DNA repetitivo, 205, 208 
DnaA, 289, 293, 294q-295q, 296f 
DNA-polimerases, 277, 278t, 284, 285f, 286 
enzimas da forquilha de replicação, 277t 
fatores que catalisam etapas de recombinação, 351t 
fatores q, 434-438, 435f, 4375-4401, 442 
genes gal, 627 
grampo deslizante de DNA, 285f 
início da replicação do DNA, 293-295, 296f 
ocorrência e distribuição de transposons, 394f 
óperon araBAD, 634, 634f 
óperon do triptofano de, 707q-708q 
óperons de proteínas ribossomais, 554f 
origem de replicação, 204, 288, 289, 293, 294q-295q 
primase, 271 
RecA, 355-359, 355f-359f 
regulação da replicação por níveis de DnaA-ATP e Sega, 
294q-295q 
reparo de DSB, 349-355 
reparo por excisão de nucleotídeos em, 328-329 
replissomo, 287-288 
repressor Gal, 633 
RNA 65, 701 
ruído na expressão gênica, 778, 779€ 
síntese translesão, 334 
sistema de reparo de malpareamento, 316-320, 3171-320 
sistema Jac, 620-627, 628q-629q 
SRNAs, 701-702 
tamanho do genoma, 203t 
via de RecBCD, 349-355, 352f-354f 
ESE (amplificador de processamento exônico), 482, 491 
Espectrometria de massa 
análise de LC-MS, 179, 180f, 181-182, 181f 
em tandem (MS/MS), 178-179, 180f 
Espectrometria de massa em tandem (MS/MS), 178-179, 180 
Espirais aleatórias, 125-126 
Espirais enroladas, 127-129, 127-129%, 214 
Esporófito, 812, 812 
Esporulação, 743, 743f 
ESS (silenciador de processamento exônico), 491 
EST (etiqueta de sequências expressas), 169 
Estado ativado, 64-65, 64f 
Estado de transição, 141-142 
Estado estável, 779 
Estados tautoméricos, das bases do DNA, 80-81, 81f 
Estereoisômeros, de aminoácidos, 61 
Estocasticidade, 778, 779 
Estratégia de “mutar e mapear”, para predição da estrutura do 
RNA, 113 
Estresse, resposta das plantas ao, 815 
Estrutura complementar, interações fracas e, 58-59 
Estrutura de laço, 470, 470f, 477, 478, 478f 
Estrutura do DNA, 77-104 
bases, 80-81, 80f 
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cadeias polinucleotídicas, 78-79, 78f, 80f, 81 
circular, 92 
comparada à estrutura do RNA, 32-33, 33f, 107-108 
complexidade na, 77 
conformações, 86-87, 87f, 89, 89f 
deslocamento de base, 83, 83f 
desnaturação, 89-91, 91f, 92f 
dupla-hélice, 77, 78, 78f 
descoberta da , 24-25 
fenda maior, 84-86, 85f, 138£ 
fenda menor, 84-86, 85f, 138 
forma A, 86, 87f, 90t 
forma B, 86-87, B7f, 89%, 90t 
forma Z, 87f, 89, 89%, 90t 
hélice de torção, 86, 87f 
pares de bases por volta, 84 
periodicidade, 84, 89, 103 
separação e reassociação de fitas, 89-91, 91f 
voltada para a direita, 83, 83€ 
voltada para a esquerda, 87, 89 
ligações fosfodiéster, 24, 25f 
modelo de preenchimento de espaço, 78€ 
modelo esquemático, 78f 
orientação antiparalela, 81 
padrão de difração de raios X, 24, 24f, 88 
parcamento de bases, 81-83, 81f, 83f 
polaridade das cadeias, 79 
regras de Chargaff, 25, 26 
topologia, 93-103 
Estrutura do RNA, 107-118, 108f 
características de, 107-108, 108f 
características de dupla-hélice, 108-110 
estruturas de haste-alça, 108-109, 109%, 110f 
pareamento de bases G:U, 109, 110f 
pscudonó, 109, 110f, 112 
tetra-alça, 109, 109% 
comparada à estrutura do DNA, 107-108 
de ribozimas, 114, 116-118, 116f, 117€ 
descrição, 32-33, 3f 
estruturas terciárias, 110-111, 111f 
predição de, 111-114, 113f 
Estrutura primária, proteína, definida, 125-126, 129-130q 
Estrutura proteica, 121-144 
alterações conformacionais, 136-137 
aminoácidos 
cadeias laterais hidrofílicas e hidrofóbicas, 124-125 
com propriedades conformacionais especiais, 123-125, 
124-125f 
estrutura dos, 121-122, 122 
cadeias polipeptídicas, 123-124, 123-124q 
domínios, 129-134, 131f 
classes de, 132, 132f 
conectores e articulações, 133 
exemplo da imunoglobulina G, 133-134 
fechamento, 136f 
modificações pós-traducionais, 133-134 
efeito da água sobre, 124-126 
enovelamento, 134, 135f 
enzima, 141-142 
espirais aleatórias, 125-126 
gráfico de Ramachandran, 123-124q 
ligação peptídica, 122-123, 123£ 
níveis de, 125-129, 126-127f 
estrutura primária, 125-126, 126-127f 


estrutura quaternária, 126-129, 127-129f 
estrutura secundária, 125-127, 126-128f 
estrutura terciária, 126-127, 126-127f 
pontes dissulfeto, 123-125, 123-124q 
predição a partir da sequência de aminoácidos, 135-136 
reconhecimento molecular e, 137-141 
interfaces proteina-proteina, 140-141, 140f 
reconhecimento do DNA, 137, 138, 139-140, 139f, 140f 
reconhecimento do RNA, 141, 141f 
regulação da atividade e, 142-143, 142f 
supertorção interenrolada, 127-129, 127-129€ 
Estrutura quaternária, proteína, 127-129, 127-129f, 129-130q 
Estrutura secundária, proteina, 125-127, 126-127f 
a-hélice, 125-126, 128f 
definida, 129-130q 
folha B, 125-127, 128f 
Estrutura terciária, proteína, 126-127, 126-127f, 129-130q 
Estruturas de haste-alça, 108-109, 109%, 110f 
Etídeo, 102-103, 102f, 148, 324, 324f 
Etilmetano sulfato (EMS), 814, 821 
Etilnitrosureia, 185, 814 
Etiqueta de sequências expressas (EST), 169 
Eucariotos 
“composição cromossômica, 201-202, 201t 
densidade gênica, 205 
DNA-polimerases, 277-278, 278t, 286 
estrutura cromossômica, 208-209, 208f 
fatores que catalisam etapas de recombinação, 351t 
Início da replicação, 297-302 
início da tradução, 530-535, 5301-534 
recombinação homóloga, 342, 3511, 362-369 
regulação da tradução, 556-561 
regulação transcricional em, 657-698 
RNA mensageiro, 511, 5114, 512-513 
RNA-polimerases, 431, 4311, 432 
RNAs reguladores em, 711-730 
sistemas de reparo de malpareamento, 319-320 
tamanho do genoma, 203, 203t 
transcrição em, 448-463 
Eucromatina, 229, 232, 687, 688 
Eve (even-skipped), gene, 758, 758£, 759, 760-762, 7611, 7621, 
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Evo-devo (biologia evolutiva e biologia do desenvolvimento), 
763 
Evolução 
análise comparativa de genomas, 769-773 
biologia de sistemas, 775-776 
capacidade de um circuito regulador evoluir, 683q 
catálise de RNA e, 479-480 
de membros de voo, 767-769, 768f 
do comutador à, 645q-646q 
genes anômalos, 769-770 
genes conservados, 769 
genes homeóticos e, 763 
origens humanas, 772 
processamento do RNA, 479 
RNA de interferência, 721 
sintenia e, 770-772 
Evolução darwiniana 
descrição, 594 
protocélulas autorreplicativas, 603-606 
Evolução dirigida 
de RNAs, 114, 1148, 115 
ribozimas autorreplicativas, 599-603 


Evolução sistemática de ligantes por enriquecimento 
exponencial (SELEX), 600 
Éxon estendido, 485, 485f 
Éxons, 467-468, 468 

cassete, 485-486 

identificação de, 169 
Éxons em cassetes, 485-486 
Exonuclease 

de revisão, 268-269, 269f, 315 

no malpareamento de DNA, 318-319 
Exonuclease de revisão, 268-269, 269f, 315 
Exonuclease I, 319 
Exonuclease VII, 318 
Expansão de repetição de trinca, 316q 
Experimento de “pulso e caça”, 37 
Experimento de Anfinsen, 134, 135q 
Experimento de mica, 84 
Experimento de Miller-Urey, 596-597, 596! 
Experimento de troca de domínio, 661f 
Experimentos de desvio de ativador, 624q 
Expressão constitutiva, 617, 628 
Expressão de genes dos somitos, 788-789, 789% 
Expressão gênica 

diferencial, 733, 738-745 

regulação da tradução, 549-561 

ruído na, 777-779, 778f 
Expressão gênica diferencial, 733, 738-745 
Extratos celulares, 173-174 


F 


Fábricas de recombinação, 366, 366f 

FACT (facilita a transcrição de cromatina), 457, 458€ 

Fago. Ver Bacteriófago 

Fago lítico, 798, 799€ 

Fago temperado, 798 

Família Argonauta, 713, 718, 719, 720 

Familia de ribonucleoproteinas nucleares heterogêneas 
(hnRNPs), 492 

Família de transposons hAT, 401, 408q 

Família de transposons 153, 401 

Família de transposons 154, 409-410 

Família ELL, 456 

Família Y de DNA-polimerase, 334, 335, 336q 

Fase aberta de leitura (ORF), 169, 510-512, 533, 559, S60f, 
561 

Fase de crescimento exponencial, 803, 803f 

Fase estacionária, do crescimento bacteriano, 803, 803 

Fase G1, 211-2126, 217 

Fase G2, 211-212f, 217 

Fase M. Ver Mitose 

Fase S, 297 

Fases de leitura, 510-511, S11f 

Fases Gap, 211-212f, 217 

Fator ativador de linfócitos-1 (LEF-1), 140, 140f 

Fator de choque térmico o, o”, 630 

Fator de crescimento de fibroblastos (FGF), 769 

Fator de crescimento epidérmico (EGF), 499, 499f 

Fator de integração do hospedeiro (IHF), 388-389, 388f, 414, 
631-632, 672 

Fator de ligação GAGA, 669 

Fator de permuta de GTP, 543 

Fator de reciclagem do ribossomo (RRF), 548, 548f 

Fator de transcrição PrfA, 110, 111f 

Fator F, 803-804, 804f 
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Fator neurotrófico derivado de cérebro (BDNF), 6969 
Fator para inversão de estimulação (Fis), 390-391, 390f 
Fatores de alongamento, 455-456, 537. Ver também proteinas 


Fatores de início 
eucarióticos, 530-535, S31f, 532f, 536f 
procarióticos, 529-530, 530F 
Fatores de início da tradução, 529-535, 5301, 5311, 5324, 534%, 
s36f 
Fatores de liberação (RFs), 544, 545f, 547-549, 5471, 577 
Fatores de transcrição 
em Arabidopsis, 815 
MADS, 815 
Fatores de transcrição MADS (MCM1, agamous, deficiens, e 
serum response), 815 
Fatores gerais de transcrição (GTFs), 448, 449 
Fatores g, 434-438, 435f, 4371-4401, 442 
alternativos, 630, 631f, 701 
autorregulação, 780, 787f 
choque térmico, 630 
Fenda maior, do DNA, 84-86, BSf, 138 
Fenda menor, do DNA, 84-86, 85f, 1381, 227, 2271, 451 
Fenda primitiva, 826 
Fenilalanina, 16, 518, S18f, 579 
Fenil-isotiocianato (PITC), 177-178, 178-179% 
Fenótipo, definido, 7 
Ferritina, tradução da, 558, 559% 
Fertilização, em Arabidopsis, 812-813, 812€ 
FGF (fator de crescimento de fibroblastos), 769 
Fibra de 30 nm, 232-234, 233f, 2346, 244 
Filamentos de actina, 735, 735f, 741q 
Filogenia de deuterostômios, 771 
Fingerprint, DNA, 160-161q 
Fingerprinting de DNA, 160-161q 
Fire, Andrew, 722q 
Fisher, Ronald A., 15 
Fita B, 125-127, 128€ 
Fita tardia, 270, 270f, 284, 285f, 286 
Fita-líder, 270, 2701, 284, 285f, 286 
Fitas não transferidas, na transposição do DNA, 399-401, 400f 
Flagelina, 389-390 
Flagelos, 389, 389€ 
fliAB, 389, 390 
S-Fluoruracil (5-FU), 268q 
Met (N-formil metionina), 529, 529 
FMet-tRNA, 579 
fMet-tRNA,™“, 529, 530 
FMRP (proteína do retardo mental do X frágil), 727q 
Folha B 
na DNA-polimerase, 263 
na proteina de ligação ao TATA (TBP), 451 
Footprinting, 184-185, 184f 
Footprinting com interferência química, 184-185 
Footprinting com proteção química, 184 
Footprinting de DNA, 184-185, 184f 
Footprinting por proteção com nuclease, 184, 184f 
Forças de van der Waals 
descrição, 52, 56-57, 56f, 56t, 57f 
hidrofóbicas, 60-63, 61f 
Forças eletrostáticas, 53 
Forma A do DNA, 86, 87f, 90t 
Forma B do DNA, 86-87, 87f, 88, 89f, 90t 
Formação de biofilme, 635q 
Formação de padrão, em Arabidopsis, 815 
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Formas L, 594 
Forquilha de replicação, 269-277 
ação da topoisomerase na, 275, 276f 
descrição, 269-270, 270f 
desenrolamento do DNA, 272-273, 272f, 275, 276f, 287f 
enzimas ativas na, 275-277, 277t 
estabilização do ssDNA, 273-274, 275f 
fita tardia, 270, 270f, 284, 285€, 286 
fita-líder, 270, 270, 284, 285, 286 
início de nova fita, 270-271 
metilação Dam na, 319% 
remoção de iniciador, 271-272, 271€ 
síntese de DNA na, 283-288 
síntese de iniciador, 270-271 
Fosfoamidinas, 157, 158-159€ 
Fosfoamidinas protonadas, 158-159f 
Fosfoproteoma, 182 
Fosforilação 
da RNA-polimerase II, 450-451, 450f 
de cadeia lateral de aminoácido, 134 
histona, 242, 242f, 243€ 
Fotorreativação, 325, 325t, 326f 
Fotosintese, 66 
FOXPI, 495-496, 496f 
Fragmentos de Okazaki, 270, 270f, 271, 285f, 286, 287, 303, 
319 
Fragmentos gênicos, 206, 206f 
Franklin, Rosalind, 24, 88 
Fritillaria assyriaca 
densidade gènica, 203t 
tamanho do genoma, 203t 
FtsH, 648 
Fisk, 392q 
Fugu rubripes 
composição cromossômica, 201t 
densidade gênica, 203t, 205t 
DNA repetitivo, 205t 
tamanho do genoma, 203t 
Fusão gênica gerada por transposon, 805-806, 806f 
Fuso mitótico, 208f, 211 


G 

Gal, genes, 627, 681, 682€ 

GAL1, gene, 660, 660f, 666, 666f, 668, 682f, 686, 686f 

Gal11, proteína, 664, 669 

Gal80, 686, 686f 

GalR, gene, 627 

Gametas, em Arabidopsis, 812-813, 812f 

Gametófito, 812, 812f 

Ganchos AT, 663 

Gap, genes, 749q, 754, 757q 

Garrod, Archibald E., 16, 21 

Gato cálico, 729, 729€ 

Gen2, 559, 560f 

Gen4, 127-129f, 137, 558-559, S60f, 561, 664, 669 

GCR (região controladora global), 674 

Gera, 787, 788f 

Géis de poliacrilamida, separação de proteínas em, 176-177, 
176-177f 

Gene BRCA2, 367, 367q 

Gene cut (Drosophila), 672 

Gene da apolipoproteina-B, 500, 501f, 503q 

Gene da distrofina (ser humano), 468 

Gene da regra dos pares, 7494, 758 


Gene do fator de crescimento semelhante à insulina 2 (Isf2), 


692, 693f, 696q, 829, 8301 
Gene Kriippel, 754, 756, 757 
Gene ligado ao sexo, 10 
Gene marcador da timidina quinase (TK), 828 
Gene selvagem, definido, 10 
Gene(s) 
definidos, 7 
especulações iniciais acerca da natureza dos, 15-16 
ligados, 9-11 
representação por letras ou símbolos, 7 
Gene/proteína Su(Var)3-9, 689-690 
Gene-repórter, 659, 805-806 
Genes de virulência, bacterianos, 110, 111f 
Genes homeóticos, 762-769, 762f-768f, 764q-765q 
Genes ligados, 9-11 
Genes mutantes, 10 
Genes supressores, 584 
Genética direta, em Arabidopsis, 814 
Genética reversa 
em Arabidopsis, 813 
estratégias de tiling, 814 
Genoma 
Arabidopsis, 813-814 
bacteriófago, 798 
camundongo, 825-826 
densidade gênica, 203-204, 203t, 204f, 205t 
Drosophila, 821 
duplicação, 813 
elementos transponíveis no, 393-394 
Escherichia coli, 204 
Saccharomyces cerevisiae, 810 
sequências intergênicas, 205-208, 205t 
sintético, 594, 595 
Genoma humano 
DNA repetitivo, 207-208 
elementos transponíveis no, 207-208 
organização « conteúdo do, 206f 
sequenciamento, 164-168 
sequências intergênicas, 206 
tamanho, 203t 
Genômica, 168-173 
anotação, 169 
arranjos tipo tiling de genoma inteiro, 169-171, 170f 
edição do genoma, 172-173 
sequências reguladoras de DNA, 171-172, 172f, 173f 
visão geral da, 40-41 
Genômica comparativa, 40-41 
Genótipo, definido, 7 
Gibbs, Josiah, 54 
Ginandromorfos, 822-823, 823f 
GINS, 299, 300f 
Girase, 229 
Girase reversa, 229 
Glicina, 57f, 123-124 
Glicoproteína, 134 
Glicose, estrutura da, 52f 
Glicosilação 
da cadeia lateral de aminoácidos, 134 
definida, 129-130q 
Glicosilase, 326-328, 327f, 328f 
Glioxal, 149 
Gina, gene, 618, 631, 632f, 659 
Glutaminil aminoacil-tRNA sintetases, S18f 


Goff, Stephen, 112 
Gradiente extracelular, 737 
Gráfico de Ramachandran, 123-124q 
Grampo curto de RNA (shRNA), 726 
Grampo de DNA, 400-401, 400f, 409, 419, 419f 
Grampo deslizante de DNA, 278-283, 279€-281f, 295, 296f 
Grampos 
DNA, 400-401, 400f, 409, 419, 419f 
em terminadores da transcrição, 447, 447f 
RNA, 108, 109 
Grânulos polares, 751, 753 
Gre, fatores, 445, 456 
GreB, 456, 457f 
Griffith, Frederick, 22 
Groucho, 744, 745t 
Grupo 5-metil, 107 
Grupo do Fago, 797 
Grupo R, aminoácido, 121, 122 
GSC (célula-tronco de linhagem germinativa), 755q-756q 
GTFs (fatores gerais de transcrição), 448, 449 
GTP, uso na tradução, 543-544, 5469, 556 
GTPase 
EF-Tu, 537-538, 538f 
1F2, 529 
Ran, 505 
Guanililtransferase, 459f 
Guanina 
alquilação, 321-322, 321-322f 
cap 5º, 512 
depurinação da, 320f, 320-321 
desaminação da, 320-321, 321-322f 
estrutura, 25, 80-81, 80f, 81£ 
ligação à citosina, 24 
oxidação da, 321-322, 321-3225, 327f, 328 
pareamento de bases, 81-82, 81f 
regras de Chargaff, 26 
GUG, como códon de Início, 528 


H 


H19, gene, 692, 693%, 6964 
Haeckel, Ernst, 6 
Haemophilus influenzae, sequenciamento do genoma de, 
162-163 
Hairless, 744, 745f 
Haldane, John Burden Sanderson, 15, 16 
Halteres, 767-768, 768f 
Hammarsten, Ola, 24 
Haploide, 201 
HATS (acetiltransferases de histonas), 248-249, 248t, 667, 668f 
Hayflick, Leonard, 307q 
HePro, 724 
Helicase. Ver também DNA-helicase 
elF4A, 532, 535 
Mem2-7, 298, 299f, 300£ 
proteínas carregadoras, 293, 295, 296, 298-300, 299f, 300f 
Helicase hexamérica E1 de papilomavírus bovino, 274f 
Helicase/nuclease RecBCD, 349, 351-355, 3525-354f 
Helicases de DEAD-box, 474, 477 
Helicases RecQ, 367, 368f 
Hélice de reconhecimento, 137, 624-625, 625f 
Hélice torcida, na estrutura do DNA, 86, 87f 
Hemimetilação, 318-319 
Hemoglobina 
anemia falciforme, 31 
ligação cooperativa e, 642q 
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Herl, proteina, 788-789, 789f 
Her7, proteina, 788-789, 789f 
Hereditariedade 
leis de Mendel, 6-8, 7f, 9f 
teoria cromossômica da, 8 
Hermafroditas, 812, 817, 817f 
Hershey, Alfred D., 23, 797, 807 
Heterocromatina, 229, 232, 673, 687, 687f, 813 
Heterodímeros, 662 
Heterodúplex, 344, 345f, 374 
Heterozigoto, definido, 7 
Hexoquinase, 136, 1361 
Hfi (alta frequência de lisogenia), 648, 802 
Híq, proteína, 702 
Hfr (alta frequência de recombinantes), 803-804, 804f 
Hibridização 
colônia, 156-157 
definida, 89 
DNA, 151-153, 152f 
na análise de microarranjos, 153, 153f 
para identificar um clone específico em uma biblioteca de 
DNA, 156-157 
por northem blot, 152-153 
por Southern blot, 152-153, 152€ 
reanelamento e, 91f 
Hibridização de colônia, 156-157 
Híbridos de RNA:RNA, 474f 
Hidrofílicas 
cadeia lateral de aminoácido, 124-126 
moléculas, 60 
Hidrofóbicas 
cadeia lateral de aminoácido, 124-126 
ligações, 60-63, 61f 
moléculas, 60 
Hidrolases, 69 
Hidrólise 
ácidos nucleicos, 71 
dano ao DNA a partir da, 320-322, 320f 
de ligações peptídicas, 68 
descrição, 66 
do pirofosfato, 259f, 260 
energia livre da, 70-71 
GTP, 538, 539f, 547-548 
hidrolases, 69 
reações de transferência de grupo, 69 
Hindili, 150, 150f 
Hipercromicidade, 90 
Hipótese de um gene - uma enzima, 21 
Hipótese do adaptador de Crick, 34 
Hipótese do Mundo de RNA, 118, 599 
Hipoxantina, 320-321, 514 
Histerese, 782q 
Histona de ligação, 221-222, 222t 
Histonas. Ver também Nucleossomos 
caudas, 224, 227-228, 228f, 234, 234f, 241-244, 242€, 2431, 


244f 
chaperonas, 253, 253t, 254f 

de ligação, 221-222, 222t 

definidas, 199 

desacetilação, 688, 688f 

efeito na transcrição, 456-457, 458f 

envoltório do DNA e super-helicoidização negativa, 228-229 
estrutura, 221-224, 222f 

herança, 251, 252f, 253 
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ligação ao DNA, 224, 225f, 226-229, 227%, 232, 2325, 233%, 
234£, 241-2421, 235€ 
metilação, 689-690, 691q, 696-697 
modificações, 224, 241-245, 242f-244f, 248-249, 2481, 720 
montagem de nucicossomo e, 222-224, 223f 
núcleo, 221-222, 2224, 222t 
propriedades das, 222, 222t 
regulação transcricional e, 657 
replicação do DNA e, 249-253, 2511, 2524, 2531, 254 
silenciamento gênico e, 720 
variantes e função do nucleossomo, 234-236, 236f 
Histonas centrais, 221-222, 2226, 222t 
HIV. Ver Vírus da imunodeficiência humana 
HMG, proteínas, 663 
hnRNPI, 492, 493, 493% 
HO, gene, 675-676, 677f, 739-740 
Hoagland, Mahlon B., 34, 509 
Holoenzima, 434, 435f 
Homo sapiens. Ver Ser humano 
Homólogos, 201, 217, 219, 363 
Homozigoto, definido, 7 
Horvitz, Robert, 818 
HOTAIR, 728 
Hox, genes, 188-189, 764q-765q, 769 
Hoxb-2, gene, 827, 827€ 
HoxD, genes, 674 
HPI, proteína, 689, 690, 6914 
Hal, 150, 150f 
HPLC (cromatografia líquida de alto rendimento), 177-179 
HPLC, Ver Cromatografia líquida de alto rendimento. 
Hrp36, 490, 492 
HSF, 669 
HSP7O (Drosophila), gene, 669-670 
hSPTS, 458 
Hunchback, gene, 753-754, 754€ 
Hunchback, proteína, 754, 7554, 756, 757f, 758, 759%, 760-761 
Hurwitz, Jerard, 36 
Huxley, Julian, 15 
Huxley, Thomas H., 5 


ICR (região controladora de imprinting), 692, 693f, 696q 
TF1, 529-530, 530f 
1F2, 529-530, 530f 
1F3, 529-530, 530f 
Isf2, gene, 692, 693f, 696q, 829, 830f 
THF (fator de integração do hospedeiro), 388-389, 388f, 414, 
631-632, 672 
Iminoácido, 123-124 
Immunoblotting, 176-178, 177-178€ 
Impedimento estérico, no processamento mutuamente 
exclusivo, 486, 486f 
Imprinting, 692, 693f, 814, 829, 830f 
Imprinting parental em camundongos, 829, 830f 
Imunidade do alvo de transposição, 409, 411, 413q 
Imunidade-alvo, transposição, 409, 411, 413q 
Imunoglobulina G (IgG), domínios proteicos da, 133q 
Imunoprecipitação, 176-177 
Imunoprecipitação, cromatina. Ver Imunoprecipitação de 
cromatina (ChIP) 
Imunoprecipitação de cromatina (ChIP) 
descrição, 185-187, 186f 
ensaio ChIP-chip, 666q-667q 


ensaio ChIP-Seg, 6569-6674 
recrutamento por ativadores, visualização de, 666 
Inativação do X, 728-730, 729f, 730f 
Indução, da via lítica do fago, 800 
Indução lisogênica, 636, 642-643 
Indutor, 143 
Informação posicional, 737 
Ingram, Vernon M., 31 
Iniciador 
na PCR, 158-159, 159% 
na replicação do DNA 
estrutura do, 258-259 
extensão do, 259 
remoção, 271-272, 271£ 
síntese, 270-271 
proteína iniciadora, 303 
Iniciador (Inr), 448-449, 448f 
Iniciador de RNA 
remoção pela RNase H, 271-272, 271f 
sintese pela primase, 271 
Início 
tradução, 528-535 
transcrição, 432, 433f, 434, 440-442, 441f, 449-454, 450f 
Inserção 
mutação de alteração de fase de leitura a partir de, 583 
por recombinação sítio-específica, 379, 379f 
Insetos, perda de membros de voo em, 766-767, 767! 
Int, gene, 651, 652€ 
Integração 
do bacteriófago à, 378, 379, 386-389, 388f 
elementos Ty, 414, 415f 
retrotransposons e retrovírus, 403, 404f 
Integração de sinal, 627, 675-676, 6771 
Integrases 
descrição, 395 
domínio catalítico, 404-405, 405f 
estrutura, 404-405, 405f 
reconhecimento de cDNA por, 403 
retrovirais, 403, 405, 405f 
Interações DNA-proteína 
ligação cooperativa nas, 617, 619% 
ligações fracas em, 62-63 
no início da replicação, 293, 295 
Interações proteína-DNA 
ligação cooperativa nas, 617, 619€ 
ligações fracas nas, 62-63 
no início da replicação, 293, 295 
Interações proteina-proteína 
ensaio de duplo-híbrido em leveduras para determinar, 182 
interatomas, 182, 183f 
ligações fracas nas, 62-63 
na forquilha de replicação, 286-288 
no início da replicação, 293, 295 
Interatoma, 182, 183f 
Interfaces proteina-proteína, 140-141, 140€ 
Interfase, 212-213, 212-213, 216f 
Interferência, 13 
Interferon-g, gene do, 676-677, 678f 
Íntrons. Ver também Processamento do RNA 
ATAC, 483 
autoprocessamento, 477-480, 478t, 4794, 480F 
descrição, 467-468, 468f 
grupo 1, 477, 477t, 478-480, 479qf 
grupo Il, 477, 477t, 478f, 479, 480, 480f 


identificação de, 169 
número por gene, 467, 468f 
remoção por ribozimas, 116 
tamanho, 467 
tamanho do genoma, contribuição para, 205, 205t 
Íntrons de autoprocessamento, 477-480, 478£, 479q, 480 
Íntrons de grupo I, 477, 4771, 478-480, 4781, 4799 
Íntrons de grupo 11, 477, 4771, 478, 479, 480, 480F 
Invasão de fita, 344, 345, 3651, 370, 372£ 
Inversões 
por recombinação sítio-específica, 379, 379%, 389-391, 
390f 
por transposição, 403 
Íons metálicos, na DNA-polimerase, 263, 264, 265f 
IPS (células-tronco pluripotentes induzidas), 495, 666q, 733- 
735, 7349 
IPTG, 626f 
IRESs (sítios internos de acesso do ribossomo), 533q-534q 
IS (sequência de inserção), 410 
Isca, 664q 
ISE (amplificador de processamento intrônico), 491 
Isoformas, 469, 487-488 
Isoladores, 449, 659, 672-673, 6731, 692 
Isoleucil-tRNA sintetase, 519 
Isoleucina, 518, 518f 
Isomerização, da RNA-polimerase, 438-440 
Isópodes, 766 
ISS (silenciador de processamento intrônico), 491 


J 
Jacob, François, 288, 628q-629q, 804, 807 
Janssens, EA. 9, 11 
JNKI (ser humano), gene, 486 
Jorgensen, Richard, 722q 
Jun, 676, 678f, 684 
Junção de extremidades não homólogas (NHEJ), 331-333, 
332q, 333f 
Junção de Holliday 
clivagem, 346, 347f, 350q, 361 
descrição, 344 
geração, 344, 345f 
helicases RecQe, 368q 
intermediário de recombinação, 348f, 350q 
na recombinação sítio-específica por tirosina recombinase, 
383, 385f, 392q 
reconhecimento pelo complexo RuvAE, 360, 360f 
resolução de, 344, 346, 3471, 3509, 361 
RuvC, 361, 361f 
Junção iniciador-molde, 258-259, 258f, 263-265, 2641, 267, 
285f, 286 
Junções de RNA, 108, 109 


K 


Kendrew, John, 24 
Khorana, Har Gobind, 38 

Kluyveromyces lactis, 683q 

Knirps (Drosophila), gene, 749q, 754, 756, 757€ 
Knirps, proteína, 760-761, 761f 

Kornberg, Arthur, 26 

Kozak, Marilyn, 512 

Ku70, 332, 333f 

Ku80, 332, 333f 

Kuhn, A., 16 
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L 


Labial (lab) (Drosophila), gene, 764q 
Lac, gene 
descrição, 620-621, 620f 
expressão, 621, 621f, 626-627 
LacA, gene, 620, 620f 
Jacl, Gene, 621, 628q 
Lactase (LCT) (ser humano), gene da, 760q 
Lactose-permease, 621, 626f 
LacY, gene, 620, 6201, 621 
LacZ, gene, 620, 6201, 621, 6611, 805, 806f, 827, 827f 
LCR (região controladora de locus), 671-672, 671f, 673-674, 
674f 
Leis de Mendel 
distribuição independente, 8, 9f 
história, 6 
segregação independente, 6-7, 7f 
Lepidópteros, asas de, 768, 768f 
Lesões no DNA, 314 
Leucemia, 670q 
Leucemia linfocítica crônica (LLC), 727q 
Leucina 
códons, 573 
tRNA, 574f 
Leveduras 
comparação dos mapas genético e físico, 373 
complexo SAGA, 452 
controle combinatório dos genes de alternância de tipo 
acasalante, 680-681, 680f 
elementos reguladores de, 658f 
elementos Ty, 414, 4146, 415f 
ensaio de duplo-híbrido, 664q 
evolução do circuito regulador, 683q 
Gen4, 127-129%, 137, 558-559, 560f, 561 
gene HO, 675-676, 677£ 
genes GAL, 681, 682£ 
mediador, 454, 454f 
promotores, 671 
RNA-polimerases, 431, 432f, 455, 457£ 
silenciamento em, 688-689, 688f 
LexA, 335, 643, 660, 661f 
Liberdade de rotação, 52, S2f 
Ligação acil, 66, 515 
Ligação amida, 122 
Ligação bivalente, 214, 216f, 217 
Ligação cooperativa 
de ativadores, 674-677, 6771, 678E 
descrição de, 641q-642q 
proteínas de ligação ao DINA de fita simples, 274 
recrutamento da RNA-polimerase, 617, 619 
regulação por, 619-620 
repressor de à, 639-640, 640, 641q-642q, 643-644, 644f 
Ligação éster, 515 
Ligação fosfodiéster 
clivagem e formação no processamento do RNA, 470 
clivagem por recombinase, 380-381 
energia na, 71-72, 74-75 
formação de, 259 
no DNA, 24, 25f, 79, 80f 
Ligação fosfotirosina, 99, 100 
Ligação glicosídica, 78, 89, 89f 
Ligação monovalente, 214, 216f, 218, 219 
Ligação peptídica 
definida, 122 
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estrutura, 122-123, 123f 
formação de, 122, 123f, 599, 600F 
formação no ribossomo, 524, 524f, 538, 540-541, 541f 
formato planar da, 52f 
hidrólise, 68 
Ligações. Ver Ligações químicas 
Ligações carbonil, 64 
Ligações covalentes 
ângulo de ligação, 52 
energia de ligação, 63-64 
força, S1, 54 
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Ligações químicas, 51-75 
características das, 51-53 
ângulo de ligação, 52 
constante de equilíbrio, 53, 54, 54t 
força, 52 
liberdade de rotação, 52, 52f 
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caudas, 224, 227-228, 228f, 234, 2341, 241-244, 2424, 
2436, 244€ 
de ligação, 221-222, 222t 
estrutura, 221-224, 222f 
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Óperon trp, 707q-708q 
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definida, 288 
Escherichia coli, 204, 288, 289, 294q-295q 
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resposta ambiental, 815 
RNAI em, 7224, 724 
RNA-polimerases, 431 
Plasmídeo Ti (indutor de tumor), 813 
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acoplamento de transcrição e tradução, 520-521, 520f 
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remoção de introns, 457 
Processamento do RNA, 467-500 
classes de, 477t 
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por introns de autoprocessamento, 477-480, 478f, 479q, 
480f 
processamento alternativo, 469, 483-496 
química de, 469-470, 473 
reação de processamento, 470, 470f, 471f, 473, 474f 
sítios de processamento, 469-470, 469f 
transesterificação, 470, 480 
spliceossomo 
alternativo (minoritário), 483, 483f, 486, 487£ 
estrutura, 473-474 
reação de processamento e, 474-476, 475f 
seleção de sítio de processamento, 480-482, 481f, 482f 
variantes, 482 
vias, 474-482 
Processamento em cis, 482 
Processividade 
DNA-helicase, 272 
DNA-polimerase, 265-267, 267f, 277-281, 281f 
grau de, 265 
Produto de crossing over, 346, 347 
Produtos de recombinação por processamento, 346, 347f 
Produtos emendados, 346, 347f 
Produtos sem crossing over, 346, 347f 
Prófago, 636, 798, 799%, 800 
Prófase, 214, 216f 
Proflavina, 324, 324f 
Prolina, 123-124 


Promotor 
alternativo, 485, 630, 631F 
bacteriano, 434-442, 435f-440f 
bacteriófago à, 638, 638f, 639, 640, 642-643, 645, 645f, 
647, 6471, 650-651 
centro eucariótico, 448, 448f 
descrição, 432, 658 
deslocamento por recombinação sítio-específica, 389 
expressão constitutiva, 617 
fago, 630, 631f, 633 
hsp70, 823 
lac, 620-623, 6201-623 
ligação da RNA-polimerase, 432, 437-438 
LTR, 403 
MerR, torção do DNA, 632-633, 632f 
Pol I, 462, 462f 
Pol III, 463, 463f 
promotor merT, 618 
região -10, 435-438, 435f, 436q, 4381-441 
região -35, 435-438, 435f, 436q, 438f-441f 
regulação por ativador do, 616-618, 617f, 618f 
sequência consenso, 435-436, 436q 
Tn10, 410, 410f 
Promotor hsp70, 823 
Promotor lac, 620-623, 620f-623f 
Promotor merT, 618, 632, 632, 633f 
Proteína AAA”, 282q, 289, 295, 298 
Proteína Cactus, 686, 747, 750 
Proteína CD4, 131£ 
Proteína Chip, 672 
Proteína de ciclo, 787 
Proteína de ligação a poli(A), 532, 532f 
Proteína de ligação ao ponto de ramificação (BBP), 474 
Proteína de ligação ao trato de polipirimidinas (Py), 493, 493€ 
Proteína Delta, 744, 745f, 789 
Proteína do retardo mental do X frágil (FMRP), 727q 
Proteína Dorsal (Drosophila), 686, 747, 7478, 750-751, 750f, 
786 
Proteína Fis, 390-391, 390f 
Proteína fluorescente verde (GFP), 115, 115f 
Proteína Half-pint, 492 
Proteína iniciadora, 288-289, 288f, 293 
Proteína Krúppel, 758, 760-761, 762, 762€ 
Proteína h-integrase (Ant), 387-389, 388f 
Proteína Maskin, 557 
Proteína OCT4, 495, 496 
Proteína Snail, 750-751 
Proteína UJA, 141, 141 
Proteína(s) 
controle gênico sobre a sequência de aminoácidos em, 31 
de fusão, 154 
estados de modificação, 181-182 
estrutura (ver Estrutura proteica) 
hidrólise de ligações peptídicas, 68 
síntese 
controle da, por ribocomutador, 112 
direção da, 38-39 
hipótese do adaptador de Crick, 34 
ribossomos como localização para, 34, 34f 
técnicas, 173-179 
immunoblotting, 176-178, 177-178E 
purificação a partir de extratos celulares, 173-174 
separação 
cromatografia de afinidade, 175-177 
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cromatografia de filtração em gel, 174-176, 174f 
cromatografia de troca iônica, 174, 174f 
géis de poliacrilamida, 176-177, 176-177f 
sequenciamento, 177-179, 178-179f 
degradação de Edman, 177-179, 178-179€ 
espectrometria de massa em tandem (MS/MS), 178-179, 
180f 


Proteinas adaptadoras, 735, 735f 
Proteínas de arquitetura, 386 
Proteínas de fusão, 154 
Proteinas de homeodomínio, 662, 662f 
Proteínas de ligação, 133 
Proteínas de ligação a elF4E (4E-BPs), 532, 556-557, 557f, S58f 
Proteínas de ligação a GTP, 546q 
Proteínas de ligação ao DNA. Ver também proteínas específicas 
curvatura do DNA para interação entre, 618-619, 619 
hélice de reconhecimento, 624-625, 625f 
ligação cooperativa e, 617, 619-620, 619f 
posicionamento do nucleossomo e, 240-242 
proteínas de ligação ao ssDNA, 273-274, 275f 
proteínas iniciadoras, 288 
sequência consenso do sítio de ligação, 436q 
sequência-específicas, 274 
Proteínas de ligação ao DNA de fita simples (SSBs), 273-274, 
2756, 354 
Proteínas de ligação ao telômero, 307-309, 308%, 309f 
Proteínas de manutenção estrutural do cromossomo (SMC), 
214, 2156, 234 
Proteinas de permuta de fita, 344, 355, 359 
Proteínas hélice-alça-hélice, 663, 663€ 
Proteínas HLH básicas, 663 
Proteínas homólogas, 132 
Proteínas HU, 391 
Proteínas não histônicas, 199 
Proteinas reguladoras do ferro (IRPs), $58, 559% 
Proteínas ribossomais, regulação da tradução, $51, 553-555, 
546, 555%, S56f 
Proteinas SMC, 214, 215f, 234 
Proteínas SR, 482, 482f, 491-492, 504 
Protocélulas, 593 
autorreplicativas, 603-606 
Protuberância, estrutura do RNA, 108, 109% 
Prp22, 477 
Pseudogenes, 206, 206f, 207£, 416 
Pscudogenes processados, 416 
Pseudonós, 109, 110f, 112 
Pseudouridina (4U), 514, S14f 
Pseudouridina, alça (alça yU), do tRNA, 514-515, 514f, 515f 
Psti, 150, 150f 
P-TEF (positive transcription elongation factor), 669-670, 671€ 
PTEN, 7279 
Purificação, proteína, 173-174 
Purinas, 80, 80f 
Puromicina, 552q-553q 


Q 
Q proteinas, 649-651 
Quebras de dupla-fita (DSBs), 173 
formação durante a replicação do DNA, 343f 
pela transposição do DNA, 399 
por serinas recombinases, 382, 382f 
Química pré-biótica, 597 
Quimioterapia, inibidores de telomerase como, 3074 
Quinase Aurora B, 691q 
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Quinase dependente de ciclina. Ver CDK 
Quirromicina, 552q 


RadS1, 359, 360f, 365f, 366-367, 366f, 3679, 370 
Rad52, 366-367, 370 
RadA, 359, 359€ 
Radiação, dano ao DNA por, 321-323 
Radiação y, dano ao DNA por, 321-322 
Radiação ionizante, dano ao DNA por, 323 
Radicais livres, 321-322 
RAGI, 3329, 418, 419, 420, 770 
RAG2, 3329, 418, 770 
Raio de van der Waals, 56-57, 56t, 57f 
Raios X 
dano ao DNA por, 321-322 
mutação induzida por, 16 
Ran, 505 
Rap1, 688, 688 
Rati, 461 
Rb (proteína retinoblastoma), 686 
RB2, 727q 
RBS. Ver Sítio de ligação ao ribossomo 
RARP (RNA-polimerase RNA-dependente), 713-714 
Reação acoplada, 69, 71 
Reação da peptidiltransferase, 524, 524f, 537, 540 
Reação em cadeia da polimerase (PCR) 
no ensaio de ChIP, 186, 186 
procedimento, 158-159, 159 
uso forense, 160-161q 
Reação química, taxa de, 65 
Reações biossintéticas, quebra de pirofosfato e, 73-74 
Reações de transferência de grupo, 69-74, 71f 
Reagentes seletivos, 177-178 
Rearranjos programados, 389 
RecA, 355-359 
cobertura do ssDNA, 354 
estimulação da autoclivgem proteolítica por, 642-643 
estrutura, 355-356, 356f, 358£, 359 
homólogos, 359, 360f 
junção de moléculas, 358 
mecanismo de ação, 356-359, 357f 
montagem, 355-356, 357f 
na resposta SOS, 335 
parcerias de pareamento de bases na, 356-359 
substratos para, 355f 
Receptor da lipoproteína de baixa densidade (LDL), gene do, 
499, 499 
Receptor de superfície celular, 684, 736, 736, 738 
Receptores de células T, 416 
Recessivo, 6-7 
Recombinação 
hote cold spots, 373 
alternância de tipos acasalantes, 369-371, 369f, 372f 
bacteriófago, 802 
classes de, 378f 
meiótica, 363-369, 363%, 3661, 373 
sistema FLP-FRT, 823-824, 823f 
sítio-específica, 377-393 
transposição, 377, 393-416 
V(D)J, 416-420 
Recombinação. Ver Crossing over 


Recombinação homóloga, 341-375 
alternância de tipos acasalantes, 369-371, 369%, 372f 
consequências genéticas da, 371, 373-374, 3734, 374f 
durante a meiose, 362-369, 362f-366f 
em bactérias, 342, 349-361, 351t 
em eucariotos, 342, 351t, 362-369 
etapas-chave, 343-346 
DNA heterodúples, 344, 345f 
invasão de fita, 344, 345f 
junção de Holliday, 344, 345%, 346, 350, 3471, 359-361, 
3608, 361€ 
migração de ramificação, 344, 345 
resolução, 344, 346, 347f, 350q, 361 
levedura, 810 
máquinas proteicas, 349-361 
RecA, 355-359, 3571-360f 
RecBCD, 349-355, 3524-354 
modelos para, 342-349 
junção de Holliday, 344, 345f, 346, 347f 
reparo de quebras de dupla-fita, 346, 348f, 349 
nocaute gênico via, 827-829, 828 
reparo de quebra de dupla-fita (DSB), 331, 342, 346, 3481, 
349 
segregação cromossômica e, 362-363, 362f 
visão geral, 341 
Recombinação meiótica, 363-369, 363f-366f, 373 
Recombinação sítio-especifica conservativa (CSSR), 377-393 
aplicações na engenharia genética, 386q 
estruturas envolvidas em, 379, 380f 
excisão do bacteriófago à, 388f, 389 
integração do bacteriófago à, 378, 379%, 386-389, 388f 
mecanismo, 380-381, 381f, 384-385, 387f 
multimérica, conversão de DNA circular em monômeros, 
391, 391 
papéis biológicos da, 377, 386-393 
por recombinase Cre, 384-385, 386q, 387f 
por recombinase Hin de Salmonella, 389-391, 390f 
por serinas recombinases, 380, 381f, 381t, 382-383, 3824, 
384f 
por tirosinas recombinases, 380, 381f, 381t, 383-385, 385f 
proteínas de arquitetura, papel de, 386 
rearranjos programados, 389 
recombinase Xer, 391f, 392q 
reforçadores, 390-391, 390f 
sítios de recombinação, 378-379, 378f, 379€, 380f 
tipos de rearranjos de DNA, 379, 379f 
deleção, 379, 379% 
inserção, 378f, 379, 379€ 
inversão, 379, 379%, 389-391, 390F 
Recombinação sítio-específica Ver Recombinação sítio- 
específica conservativa (CSSR) 
Recombinação transposicional, 377. Ver também Transposição 
Recombinação V(D)J, 332q, 416-420, 417f-419f 
Recombinantes 
definidos, 8 
mapeamento cromossômico, 11-13, 12f 
Recombinase Cre, 384-385, 386q, 387f 
Recombinase FLP, uso em Drosophila, 823-824, 823f 
Recombinase Hin, 389-391, 390f 
Recombinase XerCD, 391f, 392q 
Recombinases 
descrição, 377 
formação de intermediário covalente, 380-381, 381f 
Hin, 389-391, 390f 


hintegrase, 387-389, 388f 
mecanismo de ação, 380-381, 381f 
proteínas transposase/integrase com motivo DDE, 404 
serina, 380, 381f, 381, 382-383, 3824, 384f 
tirosina, 380, 381f, 381t, 383-385, 385f 
XerCD, 3911, 392q 
Reconhecimento de peptídeo, 140, 140 
Recrutamento, da RNA-polimerase, 617, 617f 
Rede de três nós, 784-786, 785 
Reenovelamento de proteína, 134, 135q 
Reforçador giant, 754, 756, 757£ 
Reforçador HMGAI, 677 
Reforçadores, 171-172, 1738, 390-391, 390 
amplificadores de processamento exônico (ESEs), 482 
descrição, 449, 658-659 
do gene H19, 692, 693f 
eve, 758, 758Í, 759€, 760-762, 7611, 762€ 
identificação de, 6664-6674 
isoladores, efeito de, 672-673, 673£ 
localização, 672 
múltiplos, 754 
rhomboid, 750-751, 750%, 751€ 
Reforçassomo, 677, 678, 679€ 
Refúgios seguros, para transposons, 409, 414 
Região ativadora, de CAP, 622-623 
Reglão controladora de imprinting (ICR), 692, 693%, 696q 
Região controladora de locus (LCR), 673-674, 674 
Região de crossing over, 379, 380€ 
Região não traduzida 3' (3º UTR), 735, 735 
Regras de Chargaff, 25, 26 
Regulação alostérica, 129-130q, 1424, 143 


Regulação da estabilidade do mRNA e de proteínas dependente 


de tradução, 563-567 
Regulação gênica 
circuitos reguladores, 776-790 
autorregulação negativa, 777, 777£ 
autorregulação positiva, 7771, 779-780, 780f, 782q 
circuitos de feed-forward, 784-786, 785f, 787f 
circuitos sintéticos, 789-790 
comutadores biestáveis, 780-784, 780f, 782q, 784f 
estocasticidade, 778, 779 
lógica da porta AND, 776, 776f 
nós e bordas, 776, 776 
oscilantes, 786-790, 788 
robustez, 779 
ruido, 777-779, 778€ 
no desenvolvimento e na evolução, 733-773 
Regulação por RNA, 701-731 
em bactérias, 701-711 
atenuação, 702, 704-705, 7074-708q 
CRISPRs, 706, 709-710 
pequenos RNAs (SRNAs), 701-702, 703 
ribocomutadores, 703-705, 703f-706f 
em eucariotos, 711-730 
inativação do X, 728-730, 729%, 730f 
miRNAs, 712-718, 7124, 715t-717f, 7220-7239, 7279 
modificação de cromatina, 719-720, 721f 
RNA de interferência (RNAi) 
como ferramenta para manipulação da expressão 
gênica, 725-726, 726€ 
doenças humanas e, 7274 
eficiência do, 713 
evolução do, 721 
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história do, 722q-723q 
visão geral, 712-714, 712f 
RNAs longos não codificadores (IncRNAs), 728 
siRNA, 712-714, 7126, 7146, 718, 725 
Regulação transcricional 
bacteriófago à, 636-652 
circuitos, 776, 776f 
em eucariotos, 657-698 
alça no DNA, 672 
controle combinatório, 678-681, 679, 680f 
doenças humanas e, 696q 
em procariotos comparados à, 657-659, 658f 
integração de sinal, 675-677 
isoladores, 672-673, 673f 
mecanismos conservados, 659-665 
domínios de ligação ao DNA, 660-663, 6611-663 
regiões ativadoras, 660-661, 661f, 663-665 
modificadores de nuclcossomo, 657-658, 667-669, 6681 
recrutamento de complexos proteicos por ativadores, 
665-672 
região controladora de locus (LCR), 673-674, 674f 
regulação epigenética, 694-697, 695f 
repressores, 681-682, 682f 
silenciamento gênico, 687-693, 6884-6901, 693f 
transdução de sinal, 682-686, 685f 
visão geral, 657-659 
em procariotos, 615-653 
início da transcrição, regulação da, 620-636 
fatores a alternativos, 630, 631f 
MerR, 630-631, 632-633, 632€ 
NtrC, 630-632, 6324 
óperon araBAD de E. coli, 634, 634f 
proteina P4 do bacteriófago 29, 633 
repressor Gal 
sistema lac de E. coli, 620-627, 628q-629q 
princípios gerais, 615-620 
alça no DNA, 618-619, 619 
alosteria, 618, 618f, 619-620 
ativação de promotor, 616-618, 6171, 618€ 
ligação cooperativa, 617, 619-620, 619f 
recrutamento da RNA- 
-polimerase, 617, 617f 
Regulador de processamento SF2/ASF, 485, 492 
Relação gene-enzima, 16 
Renaturação, do DNA, 90 
Reparo acoplado à transcrição, 329, 330f, 445 
Reparo de lacuna, na transposição por corte e colagem, 398- 
399 
Reparo de quebra de dupla-fita (DSB) 
descrição, 325, 325t, 330-333 
recombinação homóloga, 342, 346, 3481, 349 
Reparo do DNA 
conversão gênica, 373-374, 374f 
de dano ao DNA, 324-338 
fotorreativação, 325, 325t, 326f 
junção de extremidades não homólogas (NHEJ), 331-333, 
3329, 333f 
reparo de DNA acoplado à transcrição, 329, 330f 
reparo de quebra de dupla-fita (DSB), 325, 325t, 330-333 
reparo por excisão de base, 325t, 326-328, 3271, 328f 
reparo por excisão de nucicotídeo, 325t, 328-329, 329f, 
3309, 330f 
teparo recombinacional, 325, 330-331 
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síntese de DNA translesão, 325t, 333-338, 334f, 335f, 337f 
visão geral, 324-325, 325t 
exonuclease de revisão, 315 
sistema de reparo de malpareamento, 316-321, 317f-320f, 
325t 
Reparo por excisão de base, 325t, 326-328, 327f, 328€ 
Reparo por excisão de nuclcotídeo, 325t, 328-329, 329%, 3309, 
330f 
Reparo recombinacional, 325, 330-331 
Repetição de trinca CAG, 316q 
Repetição de trinca CGG, 316q 
Repetição direta, recombinação sítio-específica e, 380 
Repetições amplamente distribuídas no genoma, 207 
Repetições CA, 315 
Repetições invertidas 
de transposons, 395, 395£, 396 
recombinação sítio-específica e, 379 
Repetições terminais longas (LTRs), 395, 396, 403, 404 
Replicação do DNA, 257-311. Ver também DNA-polimerase 
como alvo para fármacos quimioterapêuticos, 268q 
como processo semiconservativo, 29-30, 30€ 
comparada à transcrição, 429-430 
desenrolamento do DNA pela topoisomerase, 98 
DNA-polimerase, papel da (ver DINA-polimerase) 
dupla-hélice e, 25f 
erros, 314-320, 315, 3171, 331 
formação de quebra de dupla-fita durante a, 343f 
incompleta, 297f 
Início, 288-302 
em Escherichia coli, 293-295, 296 
em eucariotos, 297-302, 2976-301 
modelo de replicon, 288, 288£ 
proteínas iniciadoras, 288-289, 288f 
teplicadores, 288, 289, 289f, 290q, 292, 297, 297f 
montagem de nucleossomo e, 249-253, 251f, 252f, 253t, 
254f 
na fase S do ciclo celular, 211, 211-212£ 
na forquilha de replicação, 269-277 
descrição geral, 269-270, 270£ 
desenrolamento do DNA, 272-273, 272f, 275, 276f, 287£ 
enzimas ativas na, 275-277, 277t 
estabilização de ssDNA, 273-274, 275f 
fita tardia, 270, 270f, 284, 285f, 286 
fitalíder, 270, 270f, 284, 285f, 286 
início de fita, 270-271 
modelo de trombone para a coordenação das polimerases, 
285f, 286 
remoção de iniciador, 271-272, 271f 
replissomo de E. coli, 287-288 
síntese de iniciador, 270-271 
precisão, 315 
problema da replicação das extremidades, 303-305, 304f 
Tesumo, 310-311 
revisão, 315 
separação das fitas, evidência de, 27-30, 29f 
síntese de DNA, química da, 258-260, 258f, 259f 
término, 302-310 
cromossomos circulares, 302, 303, 303f 
cromossomos lineares, 303-309, 304f, 306f-310f 
troca de DNA-polimerase durante, 278, 279f 
velocidade da, 520 
Replicador, 288, 289, 289f, 290q, 292, 297, 297€ 
Replissomo, 287-288 
Repressilador, 789-790 


Repressor Arc, 626 
Repressor Ash1, 738-741, 739f, 740f 
Repressor Gal, 633 
Repressor lac, 142f, 143 
alosteria e, 626-627 
como tetrâmero, 625, 625f 
efeito sobre a ligação da RNA- 
-polimerase, 621, 621f, 633 
localização gênica, 620 
motivo de hélice-volta-hélice, 624-626, 625f 
resposta à lactose, 621, 626-627 
Repressor Runt, 757q 
Repressor(es). Ver também repressores específicos 
alosteria e, 618 
autorregulação negativa, 643-644 
autorregulação positiva, 643 
da transcrição, 616 
descrição, 616 
do bacteriófago à, 137, 1381, 139 
efeito sobre a RNA-polimerase, 633 
eucariótico(s), 681-682, 682f 
Hunchback, 754, 755f, 756, 757£, 758, 759f, 760-761 
Krüppel, 762, 762f 
ligação ao operador, 617 
Runt, 757q 
Snail, 750-751 
transcricional(is) de curto alcance, 761-762 
Resíduos de aminoácidos de cadeia polipeptídica, 122 
Resolução, na recombinação homóloga, 344, 346, 3471, 350q, 
361 
Resolvases, 391 
Resposta “gene a gene”, 815 
Resposta SOS, 335, 643 
Ressonância magnética nuclear (RMN), para predição da 
estrutura do RNA, 111, 112 
Retinite pigmentosa, 496-497q 
Retrorregulação, 651, 652f 
Retrotransposons 
com poli(A) 
mecanismo de processamento reverso, 405-406, 407f 
organização genética, 3951, 396-397 
semelhantes a vírus 
mecanismo de transposição, 403, 404f 
organização genética, 3951, 396 
Retrotransposons não virais. Ver Retrotransposons poli(A) 
Retrotransposons poli(A), 395f, 396, 405-406, 407f 
Retrovirus 
comparados a retrotransposons semelhantes a vírus, 396 
formação de cDNA, 403, 404f 
integração de, 403, 404f 
vírus da leucemia murina (MLV), 112 
Revisão, 315 
pela DNA-polimerase, 260, 267-269, 269f 
pelo ribossomo, 537-538 
por aminoacil-tRNA sintetases, 518-519 
RFs (fatores de liberação), 544, 545f, 547-549, 547f 
Rho, fator, 445-446, 446f 
Rhomboid, gene, 750-751, 750f, 751£ 
Ribocomutador, 702, 703-705, 703f-706f 
controle da síntese proteica pelo vírus da leucemia murina; 
112 
descrito, 114 
predição de estrutura, 113-114, 113f 


Ribocomutador sensorial de SAM (Sadenosilmetionina), 703- 
704, 7048, 705f 
Ribonuclease, 23 
Ribonuclease A, 134, 135q 
Ribose, 33, 33, 107 
Ribossomo eucariótico, 521, 522f 
Ribossomos, 519-528 
bloqueados ou pausados, 563, 564f 
canais, 527, 527f 
centro de ligação ao fator, 537, 538 
centro de peptidiltransferase, 521, 525-527, 547 
centro decodificador, 521, 525, 527 
ciclo, 522-523, 523 
ciclo de associação e dissociação, 522-523, 523f 
como ribozima, 538, 540-541 
como sítio de síntese proteica, 34, 34f 
descrição, 510, 519-521 
distinção de aminoacil-tRNAs, 519, 537-538, 539f 
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* Término da cadeia ou códon nonsense. 


t Também usado em bactérias para especificar o iniciador formil-Met-tRNA™"t, 


A posição e o tamanho das ligações de hidrogênio entre os pares de bases. 


1 volta da hélice = 34 À = —10,5 pares de base “ 
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20 A(2 nm) 


A 
(1,2 nm) 


b 
cavidade 
cavidade 
maior 


(a) Modelo esquemático da dupla-hélice. 
(b) Modelo da dupla-hélice com preenchimento do espaço. 


Nomes e Abreviaturas dos Aminoácidos Comuns 


Abreviaturade Abreviatura de 
Aminoácido Três Letras Uma Letra 
Alanina Ala A 
Arginina Arg R 
Asparagina Asn N 
Ácido aspártico Asp D 
Asparagina ou ácido aspártico As B 
Cisteina os c 
Glutamina Sin q 
Ácido glutâmico Glu E 
Glutamina ou ácido glutâmico Gx z 
Glicina Gy G 
Histidina His H 
Isoleucina le 1 
Leucina Leu L 
Lisina tys K 
Metionina Met M 
Fenilalanina Phe F 
Prolina Pro P 
Serina Ser s 
Treonina Thr T 
Triptofano Tp w 
Tirosina Tyr Y 
Valina Val v 


